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Zusammenfassung

1 Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurde ein Laserfallen-kontrolliertes Mikroelektrophorese-Ex-
periment aufgebaut und getestet, das zeitaufgeloste Messungen des Oberfldchenpotentials
an einzelnen kolloidalen Teilchen ermdglichte. Mit dieser Methode konnte im folgenden
die Enzymkinetik von Phospholipase C (PLC) mit einer bisher nicht erreichten Zeitauf-
16sung gemessen werden. Dabei wurden die Anderungen des Oberflichenpotentials durch
eine kleine Zahl von Enzymen hervorgerufen. Die eingesetzten PLC-Konzentrationen
lagen bei den Messungen im nanomolaren Bereich. Des weiteren wurde das Aggregations-
verhalten, die Grofenverteilung und die Packungsdichte von DNA/Polylysin-Komplexen
mit Hilfe von verschiedenen Fluoreszenztechniken untersucht.

Fiir die Laserfallen-kontrollierte Mikroelektrophorese wurde eine optische Pinzette und
eine Quadrantdiode zur Bestimmung der lateralen Position des Partikels im Laserfokus
aufgebaut. Des weiteren war die Konzeption einer speziellen Elektrophoresekammer fiir
die Experimente zur Reaktionskinetik von entscheidender Bedeutung. Ein alternierendes
elektrisches Feld versetzte bei den Experimenten das geladene Partikel in der optischen
Pinzette in Oszillationen. Mit der Quadrantdiode wurde die Position des Partikels mit einer
Frequenz von 16 kHz und einer Ortsauflosung im Nanometer-Bereich detektiert. Es konnte
die Amplitude der erzwungenen Schwingung simultan zur Anderung des Oberflichen-
potentials als Funktion der Zeit bestimmt werden. Aus der Kalibrierung der optischen
Pinzette folgte die Sensitivitit des Detektors und die Kraftkonstante des harmonischen
Potentials. Mit diesen Parametern wurde die elektrophoretische Kraft und mit der Helm-
holtz-Smoluchowski-Gleichung das Oberflichenpotential berechnet. Des weiteren haben
Kontrollexperimente demonstriert, dal die Resultate der Laserfallen-kontrollierten Mikro-
elektrophorese mit den konventionellen Messungen des Zetapotentials iibereinstimmen.
Die Sensitivitidt der Methode hatte bei den Experimenten einen Wert von ca. 1 mV, der

nach den angestellten theoretischen Uberlegungen noch weiter verbessert werden kann.

Mit der Laserfallen-kontrollierten Mikroelektrophorese wurde die Kinetik der Enzym-
reaktion von Phospholipase C bestimmt. Es handelte sich hier um die ersten Messungen
der Enzymaktivitit von PLC an festkorpergestiitzten Lipidmembranen mit einer Zeit-
auflosung von 1 sec. Diese Methode erméglichte eine Aufzeichnung der Hydrolyse von
Phosphatidylinositol 4,5-bisphosphat (PIP,) durch eine kleine Zahl von Enzymen. Das
Zetapotential einer lipidmembranbeschichteten Silika-Kugel mit 2% PIP, konnte dabei
simultan zur Enzymreaktion als Funktion der Zeit fiir verschiedene PLC-Konzentrationen
aufgenommen werden. Die Messungen zeichneten sich generell durch ihre Reproduzier-
barkeit aus und erlaubten eine quantitative Analyse der Enzymkinetik. Sie konnten zeigen,
dafl zwischen der Rate der Hydrolyse und der eingesetzten PLC-Konzentrationen ein
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linearer Zusammenhang existiert. Die gemessenen Kurven lassen sich mit einem Modell
zur Enzymkinetik in sehr guter Ubereinstimmung erkliren. Es handelt sich bei der PLC-
induzierten Hydrolyse um eine Enzymreaktion, die zum Quadrat der Konzentration von
PIP, in der Lipidmembran proportional ist. Diese Vorstellung ist mit der molekularen
Struktur und der biologischen Funktion der verschiedenen Dominen des Enzyms kon-
sistent. Fiir die maximale Rate der Hydrolyse pro Enzym' konnte ein Wert von 20s™
gemessen werden.

Im zweiten Teil der Arbeit wurde das Aggregationsverhalten von Gentransfer-Komplexen
mit verschiedenen Fluoreszenztechniken untersucht. Die Messungen zur inneren Stabilitét
und Packungsdichte der Komplexe erfolgten mit der Methode des Fluoreszenz-Resonanz-
Energie-Transfers in einem Spektrometer. Fiir den Forsterradius des verwendeten Donor-
Akzeptor-Paares (FITC/BOBO) wurde unter den experimentellen Bedingungen ein Wert
von R, =54A ermittelt. Es konnte auch der Energietransfer bei der Kondensation der
DNA? und die Dissoziation von isoelektrischen DNA/Polylysin-Komplexen durch mono-
valente Ionen und anionische Polymere bestimmt werden. Des weiteren wurde der Effekt
von Lungen-Surfactant (Alveofact) auf die Packungsdichte und innere Stabilitdt von DNA/
Polylysin-Komplexen untersucht.

Mit der Methode der quantitativen Fluoreszenzmikroskopie wurde die Gréfenverteilung
von DNA/Polylysin-Komplexen bestimmt und die Zahl der Plasmide pro Gentransfer-
Komplex berechnet. Die Verteilungsfunktion zeigte bei der kolloidalen Aggregation ein
dynamisches Skalenverhalten. So konnte demonstriert werden, dal es sich unter den
gegebenen experimentellen Bedingungen bei der Aggregation von DNA/Polylysin-Kom-
plexen um einen diffusionslimitierten Prozel (DLA) handelt. Dariiber hinaus wurde ein
signifikanter Effekt von Lungen-Surfactant (Alveofact) auf das Aggregationsverhalten der
Komplexe beobachtet. So hatte die GroBenverteilung nach der Inkubation mit Surfactant
im Vergleich zur Referenz eine deutlich kleinere Polydispersitét. Fiir die mittlere Grof3e
der Gentransfer-Komplexe mit und ohne die Einwirkung von Alveofact ergaben sich
Werte von (n),, ., = 6.3 bzw. (n) =35.3. Das Surfactant beendete praktisch die kolloidale
Aggregation von DNA/Polylysin-Komplexen. Mit diesen Resultaten wurde ein Modell
zum Aggregationsverhalten von polymerbasierten Gentransfer-Komplexen entwickelt.

" Im Englischen auch als turnover number eines Enzyms bezeichnet.
2 DNA: Desoxyribonukleinsiure.
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2 Motivation

Elektrostatische Phanomene spielen in biologischen Systemen eine zentrale Rolle, da die
Konformation und Funktionalitdt von Biomolekiilen durch geladene chemische Gruppen
auf ihrer Oberfliche bestimmt werden. Des weiteren verhindern die Oberflichenladungen
unter den physiologischen Bedingungen die Prizipitation und die Phasenseparation der
Biomolekiile im Zytoplasma (Gelbart, 2000). Nukleinsduren und Proteine sind prominente
Beispiele fiir Makromolekiile mit einer grolen Zahl von Ladungen, die im allgemeinen als
Polyelektrolyte bezeichnet werden. Im Fall von Proteinen orientieren sich die geladenen
Seitenketten der Aminosduresequenz in Richtung des polaren Losungsmittels, wihrend die
unpolaren Ketten das hydrophobe Zentrum eines globuldren Proteins bilden. Die Aktivie-
rung eines Proteins kann iiber die kovalente Bindung einer negativ geladenen Phosphat-
gruppe (Phosphorylierung) an eine bestimmte Seitenkette der Aminosiduresequenz erfolgen
(Stryer, 1995). Die daraus resultierende Anderung der Konformation von Biomolekiilen ist
fiir die Regulation von vielen molekularbiologischen Prozessen von entscheidender Bedeu-
tung.

Viele wichtige biochemische Reaktionen in der Zelle wurden in den letzten Jahren intensiv
untersucht. Allerdings liegen zur Kinetik vieler Prozesse keine detaillierten Kenntnisse vor,
die auf Messungen an einer kleinen Zahl oder einzelnen Molekiilen basieren. Aus diesem
Grund wurde im Rahmen dieser Arbeit die Laserfallen-kontrollierten Mikroelektrophorese
zur Messung der Kinetik von biochemischen Reaktionen entwickelt. Mit dieser Methode
ist es prinzipiell moglich, Einblicke in das komplexe Verhalten von Biomolekiilen zu
gewinnen, die den Messungen an einem groBlen Ensemble nicht zugénglich sind. So
erfolgen bei den Experimenten an makroskopischen Populationen von Molekiilen eine
statistische Mittelung iiber alle individuellen Ereignisse. Die Erkenntnisse aus Einzel-
molekiil-Experimenten konnen nicht nur die erwarteten Ergebnisse bestitigen, die aus
Messungen an einem Ensemble stammen, sondern geben substantielle neue Informationen
iiber die Komplexitdt von Biomolekiilen (Bai, 1999).

In dieser Arbeit wurde die Enzymaktivitit von Phospholipase C (PLC) untersucht, die eine
zentrale Rolle in der Signaliibertragung der Zelle spielt und durch die Hydrolyse von
Phosphatidylinositol 4,5-bisphosphat (PIP,) in der Plasmamembran zwei wichtige intra-
zelluldre Mediatoren generiert. Das Prinzip der Laserfallen-kontrollierten Mikroelektro-
phorese ist in Abb. 2.1A dargestellt. Mit einem Objektiv hoher numerischer Apertur erfolgt
die Biindelung des parallelen Laserstrahls zu einem beugungslimitierten Fokus (d = ), mit
dem ein dielektrisches Partikel im ndherungsweise harmonischen Potential einer Laserfalle
stabil gehalten werden kann. Im diesem Fall handelt es sich um eine negativ geladene
lipidmembranbeschichtete Silika-Kugel mit einem Radius von 0.5 um. Ein oszillierendes
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elektrisches Feld definierter Frequenz versetzt die geladene Kugel in Schwingungen um
die Gleichgewichtslage. Die Amplitude Ax der Oszillation wird als eine Funktion der Zeit
aufgenommen. Nach der Kalibrierung der Laserfalle kann die elektrophoretische Kraft F;
und das Zetapotential des Partikels berechnet werden, das zur Anzahl der negativen
Oberflachenladungen der Kugel proportional ist.

Laserfokus
d=A\

|
++ + + +

AX

Abb. 2.1: Prinzip der Laserfallen-kontrollierten Mikroelektrophorese: In (A) ist eine negativ geladene
lipidmembranbeschichtete Kugel im Fokus einer Laserfalle gezeigt. Das homogene elektrische Feld
generiert eine elektrophoretische Kraft F,,, die zu einer Auslenkung Ax der Kugel aus der Gleich-
gewichtsposition proportional ist. Die schematische Darstellung in (B) illustriert die Hydrolyse der
negativ geladenen Komponente Phosphatidylinositol 4,5-bisphosphat (PIP,) in der Lipidmembran
durch das Enzym der Phospholipase C (PLC-9).

In Abb. 2.1B ist ein Ausschnitt der beschichteten Kugel mit einem an die Lipidmembran
gebundenen Enzym gezeigt. Die schematische Darstellung illustriert die PLC-induzierte
Hydrolyse von PIP, durch die katalytische Domine (Kat.) des Enzyms. Vor diesem Prozel3
muf} jedoch die Pleckstrin-Homologie-Doméne (PH) von PLC mit einem anderen PIP,-
Molekiil der Lipidmembran assoziieren. In der Zeichnung symbolisieren die kolorierten
Bereiche die vier unterschiedlichen funktionellen Einheiten des Enzyms. Bei der Hydro-
lyse von PIP, werden die negativ geladenen Kopfgruppen (IP3) der Molekiile abgespalten,
die nach der Reaktion in das umgebende Medium diffundieren, wihrend die neutralen
Komponenten in der Lipidmembran zuriickbleiben. Die resultierende Abnahme der Ober-
flichenladung der Kugel kann mit der Laserfallen-kontrollierten Mikroelektrophorese als
Funktion der Zeit aufgezeichnet werden. Mit der beschriebenen Technik soll die Aktivitét
von einzelnen Enzymen an Lipidmembranen untersucht werden. Des weiteren sollen die
folgenden Experimente demonstrieren, dal mit der etablierten Methode generell die
Kinetik von biochemischen Prozessen auf molekularer Ebene studiert werden kann.



Motivation

Im zweiten Teil dieser Arbeit wurden die physikalischen Grundlagen der Aggregation von
synthetischen Gentransfer-Komplexen untersucht. Die Oberflaichenladungen spielen auch
hier eine zentrale Rolle, da die Kondensation der DNA mit kationischen Substanzen durch
die elektrostatische Wechselwirkung vermittelt wird. Des weiteren bestimmen sie das
Aggregationsverhalten von Gentransfer-Komplexen, da die Partikel eines Kolloids in der
Regel gleichartig geladene Objekte darstellen, die von einer diffusen elektrischen Doppel-
schicht umgeben sind. Die geladenen Teilchen unterliegen der thermischen Bewegung und
erfahren bei der gegenseitigen Anndherung eine repulsive elektrostatische Kraft.

Das Ziel der somatischen Gentherapie ist die Heilung von Erbkrankheiten, wie z. B. der
Mukoviszidose oder der Duchenne-Muskeldystrophie, durch den Transfer von Genen® in
den Nukleus von Zellen. Es stellt sich nun die Frage, wie und in welcher Form die the-
rapeutischen Gene in den Nukleus von Zellen transportiert werden koénnen und welche
Barrieren dabei iiberwunden werden miissen. In der Natur haben sich Viren darauf
spezialisiert, ihre Erbsubstanz mit einer hohen Effizienz in das Genom einer Wirtszelle
einzubauen, um sich so zu reproduzieren (Felgner, 1997). Das Prinzip von Adeno- und
Retroviren wird auch im Rahmen der Gentherapie ausgenutzt. Der virale Gentransfer hat
jedoch den groBen Nachteil, dafl es bei der klinischen Anwendung zu unkontrollierbaren
Immunreaktionen kommen kann (Lee, 1996). Aus diesem Grund werden heute diverse
nicht-virale synthetische Genfihren (Vektoren) untersucht, die ein geringeres biologisches
Risiko darstellen. Sie bestehen im allgemeinen aus kationischen Lipiden (Felgner, 1994)
oder Polymeren (Wagner, 1991), die mit zirkuliren DNA-Sequenzen (Plasmide) zu einem
Komplex* kondensieren, der iiber Endozytose von der Zelle aufgenommen werden kann.
Die synthetischen Gentransfer-Komplexe haben aber eine geringe Transfektionseffizienz
und wirken unspezifisch auf alle Zellen (keine Spezifitdt). Die Losung dieser Probleme
erfordert ein besseres Verstindnis der physikalischen Aspekte der Aggregation, der
inneren Stabilitdt und Packungsdichte der synthetischen Gentransfer-Komplexe sowie der
verschiedenen Wechselwirkungen mit der Umgebung.

3 Der Transfer von DNA-Sequenzen wird im allgemeinen als Transfektion bezeichnet.
* Diese Komplexe werden in diesem Zusammenhang auch als Lipo- und Polyplexe bezeichnet.
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3 Laserfallen-kontrollierte Mikroelektrophorese
Experimenteller Aufbau und Test der Methode

3.1 Experimenteller Aufbau einer optischen Pinzette
3.1.1 Prinzip

Die Erfindung des Lasers als eine intensive Quelle kohérenter Strahlung erdffnete neue
Moglichkeiten, die Wechselwirkungen von Licht mit Materie und die daraus resultierenden
Effekte fiir praktische Anwendungen zu nutzen. So kénnen durch die Prozesse der Ab-
sorption, Reflexion und Streuung von Photonen kleine Kréfte auf dielektrische Objekte im
Laserstrahl tibertragen werden. Diese Krifte liegen fiir ein mikroskopisches Partikel im
Fokus eines intensiven Laserstrahls nur im Pikonewton-Bereich. Ein Objektiv mit hoher
numerischer Apertur fokussiert dabei den parallelen Laserstrahl zu einem beugungslimi-
tierten Punkt mit dem Durchmesser d, der durch die Wellenldnge A des Lasers vorgegeben
ist. Experimente konnten zeigen, daf} dielektrische Partikel unter diesen Voraussetzungen
stabil im Laserfokus gehalten werden konnen. Das beschriebene Konzept der Fokussierung
eines einzelnen Laserstahls wird im allgemeinen als optische Pinzette bezeichnet (Block,
1992).

Im folgenden stellt sich die Frage, welche Krifte fiir ein eingefangenes Partikel in der
optischen Pinzette eine wichtige Rolle spielen. Fiir die Stabilitit eines Teilchens im Laser-
fokus ist die sogenannte Gradientenkraft’ verantwortlich. Dies gilt allerdings nur, wenn das
dielektrische Objekt einen grofleren Brechungsindex als das umgebende Medium hat.
Elektromagnetische Strahlung induziert bei der Transmission durch das polarisierbare
Material fluktuierende elektrische Dipole, die mit dem Gradienten des Strahlungsfeldes
interagieren. Die daraus resultierende Kraft ist im allgemeinen proportional zum lokalen
Gradienten der elektromagnetischen Energiedichte. Fiir den Fall eines sphirischen Par-
tikels mit A >>d (Rayleigh-Bereich) ist die Gradientenkraft Fgragient durch die Lorentz-
Kraft der fluktuierenden elektrischen Dipole gegeben (Svoboda, 1994):

FGradient = % V<E2> (Gl 3 1)

Hierbei sind E die Amplitude des elektrischen Feldvektors und o die Polarisierbarkeit des
dielektrischen Materials. Der algebraische Term (E?) symbolisiert dabei den zeitlichen
Mittelwert der elektromagnetischen Energiedichte. Die Gradientenkraft ist ndherungsweise
in die Richtung der maximalen Intensitidt des Strahlungsfeldes orientiert. Sie stellt die

> Im Englischen als gradient force bezeichnet.
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riicktreibende Kraft flir die thermischen Fluktuationen des Partikels im Zentrum des
Laserfokus dar. Im Unterschied dazu werden dielektrische Objekte mit einem kleineren
Brechungsindex als das umgebende Medium (z. B. Luftblasen) in den Bereich minimaler
Intensitédt gezogen (Ashkin, 1980).

Des weiteren kann durch die Streuung der Photonen eine Kraft auf das dielektrische Teil-
chen in der optischen Pinzette tibertragen werden. Sie wird in diesem Kontext auch als
Streuungskraft® bezeichnet und ist zur Intensitit der Laserstrahlung direkt proportional.
Die Orientierung der Kraft ist mit der Ausbreitungsrichtung des einfallenden Laserstrahls
identisch. Fiir den Fall eines sphérischen Partikels mit A >> d gilt die folgende Gleichung:
(S)o

treuung = nm c (Gl 32)

Ky

Es bezeichnen S den Poynting-Vektor, o den entsprechenden Rayleigh-Streuquerschnitt,
n, den Brechungsindex des umgebenden Mediums und ¢ die Lichtgeschwindigkeit im
Vakuum. Die Streuungskraft hat einen negativen Effekt auf die Stabilitdt der optischen
Pinzette, da sie das Partikel aus dem Laserfokus driicken kann. Um dies zu verhindern,
mul} die Gradientenkraft gegeniiber der Streuungskraft dominieren. Dieses Kriterium ist
bei der Konzeption einer optischen Pinzette von entscheidender Bedeutung.

Daneben existieren auch noch andere Krifte, die jedoch in diesem Zusammenhang keine
zentrale Rolle spielen. Ein Beispiel ist die optische Bindungskraft, die die Wechselwirkung
zwischen den fluktuierenden Dipolen im elektromagnetischen Strahlungsfeld beschreibt
(Burns, 1989). Die Ursachen der radiometrischen Kraft sind thermische Gradienten auf
Grund der Absorption von Laserstrahlung im dielektrischen Partikel (Ashkin, 1971). Auf
diese und andere Kréfte wird nicht néher eingegangen.

Die geometrische Strahlenoptik ermoglicht die ndherungsweise Berechnung der optischen
Krifte auf ein sphirisches Partikel im Laserfokus. Beugungseffekte werden in diesem Fall
per definitionem nicht beriicksichtigt. Im Rahmen dieses Modells sind die optischen Krifte
vom Radius des Teilchens unabhédngig. Aus diesem Grund gilt das Modell nur fiir spha-
rische Partikel, deren Durchmesser d deutlich groBer als die Wellenldnge A ist. Dieser
Grenzfall wird auch als Mie-Bereich bezeichnet. Die Berechnung der optischen Krifte
erfolgte {iber die Impulserhaltung bei der Reflexion und Refraktion der Strahlen an der
Oberflache des Partikels (Ashkin, 1992) (Block, 1992).

Mit der Elektromagnetischen-Theorie’ konnen die optischen Krifte auf kleine Partikel im
Laserfokus berechnet werden. In diesem Fall spielen Beugungseffekte eine signifikante

% Im Englischen als scattering force bezeichnet.
7 Auch mit EM-Theorie abgekiirzt.
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Rolle. Das Modell basiert auf der Bestimmung des elektromagnetischen Feldtensors. Die
Resultate zeigen jedoch nur fiir A >> d eine gute Ubereinstimmung mit dem Experiment
(Rayleigh-Bereich). Fiir Partikel mit den Dimensionen A = d kann die Situation weder
durch die geometrische Strahlenoptik noch durch die Elektromagnetische-Theorie richtig
beschrieben werden (Wright, 1993) (Svoboda, 1994).

Die Emission des Lasers in der transversalen Grundmode TEM,, ist mit entscheidenden
Vorteilen fiir die optische Pinzette verbunden. So entspricht die Verteilung der Intensitét
des elektromagnetischen Feldes fiir diese Mode einem Gauflschen Profil. Dabei ist der
effektive Radius des Laserstrahls durch die Distanz zum Zentrum der Verteilung definiert,
bei der die Intensitit der Strahlung um den Faktor (1/ ¢’) abgenommen hat. Im Unterschied
zu anderen Moden existieren in diesem Fall quer zum Strahl keine Phasenverschiebungen
im elektrischen Feld. Aus diesem Grund zeichnet sich der Laserstrahl durch seine voll-
staindige rdumliche Kohdrenz aus. Des weiteren kann ein Laserstrahl in der transversalen
Grundmode auf den kleinsten Punkt gebiindelt werden. Die Dimension des Fokus ist in
diesem Fall nur durch die Beugung limitiert. Fiir diese Konfiguration hat der Gradient des
elektromagnetischen Strahlungsfeldes einen maximalen Wert (Lange, 1994) (Hecht, 1991).

In der Regel werden fiir biologische Anwendungen Infrarot-Laser eingesetzt, um das zu
untersuchende Priparat durch die Absorption von Strahlung und die damit verbundenen
photochemischen Reaktionen nicht zu schiadigen. Diese Tatsache ist darauf zuriickzu-
fiihren, dal biologisches Material in diesem Wellenldngenbereich eine hohe Transparenz
besitzt. Fiir dieses Verhalten sind im Prinzip zwei konkurrierende Prozesse verantwortlich.
Zum einen absorbieren organische Molekiile mit zunehmender Wellenlédnge kontinuierlich
geringere Strahlungsenergien, wobei sich diese Tendenz bis in den nahen Infrarot-Bereich
fortsetzt. Ab einer Wellenldnge von ~800 nm kann von Transparenz gesprochen werden.
Fiir die Absorptionsbanden des H,O-Molekiils sind die Verhéltnisse umgekehrt. Im visu-
ellen Bereich existiert eine hohe Transparenz, wihrend die Absorption im Infraroten ein
signifikantes Maximum erreicht (Mehta, 1998).

3.1.2 Konzeption

Es besteht prinzipiell die Moglichkeit, eine optische Pinzette in ein konventionelles Licht-
mikroskop zu integrieren. Die normale Funktion des Mikroskops sollte dabei durch den in
das optische System eingekoppelten Laserstrahl nicht eingeschriankt werden. Des weiteren
miissen bei der Konzeption Aspekte zur Sicherheit berticksichtigt werden, da Laserstrahlen
eine potentielle Gefahr fiir die Augen darstellen.

Die Basis fiir den experimentellen Aufbau einer optischen Pinzette bildete ein invertiertes
Mikroskop mit einem Objektiv hoher numerischer Apertur. Dabei handelte es sich um das
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Modell Axiovert 135 TV von Zeiss mit einer zusitzlichen Apertur auf der Unterseite des
Mikroskops, an die eine Kamera iiber einen Adapter angeschlossen werden kann. Das
Axiovert 135 TV basiert dabei auf dem sogenannten ICSg-PrinZip. In diesem Fall projiziert
ein entsprechendes Objektiv das Bild des Prédparates in unendliche Entfernung. Erst die
Tubuslinse formt aus den parallelen Strahlen in der Fokalebene (frypys = 164.5 mm) ein
reelles Bild, das durch eine CCD-Kamera aufgezeichnet werden kann. Im Unterschied zu
den klassischen Mikroskopen mit endlicher Tubuslinge erzeugen bei diesem System das
Objektiv und die Tubuslinse ein endgiiltig korrigiertes Bild (Kapitza, 1994). Fiir die
Fluoreszenzmikroskopie besteht ein Vorteil darin, daB die notwendigen dichroitischen
Spiegel und Emissionsfilter in den parallelen Strahlengang zwischen Objektiv und Tubus-
linse integriert werden konnen, ohne die Qualitit der optischen Abbildung wesentlich zu
beeintrachtigen (Pluta, 1988). Dariiber hinaus kommt das ICS-Prinzip mit einem mini-
malen Satz von optischen Komponenten im Strahlengang aus.

Abb. 3.1 zeigt eine schematische Darstellung aller wichtigen Komponenten der optischen
Pinzette im experimentellen Aufbau. AuBerdem ist der Strahlengang des Lasers und der
Durchlicht-Beleuchtung dargestellt. Der Nd-Y AG-Laser emittierte einen kontinuierlichen
Strahl mit der Wellenldnge von A = 1064 nm parallel zur optische Achse mit einem Radius
von R =0.5 mm. Ein zentrierter Strahlaufweiter vergroferte anschlieBend den Radius des
Strahls um den Faktor 6.25, bevor er mit zwei justierbaren Spiegeln um 180° umgelenkt
wurde. Die Linse L3 (f= 160 mm) biindelte den Laserstrahl in die zur Tubuslinse kon-
jugierte Fokalebene f;. Der in einem konventionellen Fluoreszenz-Filterschieber montierte
dichroitische Spiegel (1) (Chroma Technology, Brattleborro, VT, USA) reflektierte den
Laserstrahl in Richtung der Tubuslinse, die den Fokus des Lasers in unendliche Entfernung
projizierte. Ein Objektiv mit einer hohen numerischen Apertur (100x 1.3, Zeiss)
fokussierte den parallelen Laserstrahl in die Objektebene. Im folgenden bildete der Kon-
densor den Laserfokus in die zum Priparat konjugierte Ebene der Feldblende ab, bevor der
Strahl nach einer weiteren Linse wieder parallel zur optischen Achse verlief. Des weiteren
traf der Laserstrahl auf einen zweiten dichroitischen Spiegel (2) (Laseroptik, Garbsen,
Deutschland), der im Unterschied zum ersten (1) eine hohe Transmission fiir die Laser-
strahlung im Infrarot-Bereich hatte. Damit konnten die Reflexionen des Laserstrahls an den
Komponenten der Beleuchtungs-Einheit minimiert werden.

¥ ICS (engl.): Infinity Corrected System.
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Abb. 3.1: Schematische Darstellung des experimentellen Aufbaus einer optischen Pinzette.
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Im allgemeinen kann die optische Pinzette parallel zur Mikroskopie betrieben werden. Zur
homogenen Beleuchtung des Priparates wurde die Halogenlampe in die hintere Fokal-
ebene des Kondensors projiziert, in der sich auch die Aperturblende zur Regulierung der
Bildhelligkeit befindet. Dieses Prinzip der Illumination wird generell als Kohler-Beleuch-
tung bezeichnet. Im folgenden bildeten das Objektiv und die Tubuslinse das im Laserfokus
gehaltene Objekt auf die CCD-Kamera ab. Der dichroitische Spiegel (1) war fiir Licht im
sichtbaren Bereich transparent, wihrend die Laserstrahlung im Infrarot-Bereich reflektiert
wurde.

Die Einkoppelung des Laserstrahls iiber die Apertur auf der Unterseite des Mikroskops
erforderte die Konstruktion eines speziellen Adapters, der einen zusitzlichen Fluoreszenz-
Filterschieber (Zeiss) aufnehmen konnte und die Montage einer CCD-Kamera ermoglichte.
In den Filterschieber wurden der dichroitische Spiegel sowie ein Infrarotfilter eingebaut.
Der Adapter mufite mit einer hohen Préizision hergestellt werden, um negative Effekte auf
die Abbildungseigenschaften des optischen Systems auszuschlieBen. Am Deckglas des
Préparats und an den verschiedenen optischen Komponenten im Mikroskop erfolgte eine
Reflexion der Laserstrahlung. Ein kleiner Anteil dieses Lichtes konnte den dichroitischen
Spiegel und den Infrarotfilter passieren. Diese Reflexionen projizierten ein Bild des Laser-
fokus als hellen Punkt mit einem definierten Beugungsmuster auf die CCD-Kamera.
Dadurch konnte bei einer lateralen Translation des Laserfokus in der Objektebene die
momentane Position auf der CCD-Kamera genau beobachtet werden, was das Einfangen
von Partikeln mit der optischen Pinzette entscheidend vereinfachte.

Fiir den experimentellen Aufbau einer optischen Pinzette ist ein Objektiv mit einer hohen
numerischen Apertur notwendig, um den Laserstrahl auf einen beugungslimitierten Punkt
fokussieren zu konnen. Daraus folgt ein maximaler elektrischer Feldgradient in der Fokal-
ebene, der proportional zur Gradienten-Kraft und damit fiir die Stabilitdt der optischen
Pinzette verantwortlich ist. Als Voraussetzung dafiir mufl der Laserstrahl die Eintritts-
pupille des Objektivs vollkommen ausfiillen. Dies bedeutet, da3 der effektive Radius des
Strahls mindestens dem der Eintrittspupille des Objektivs entspricht (Svoboda, 1994). Die
im allgemeinen erforderliche VergroBerung des Radius kann durch den Einsatz eines
Strahlaufweiters und/oder durch die natiirliche Divergenz des Laserstrahls iiber einen
langeren optischen Weg erreicht werden. Dariiber hinaus ermoglicht die Translation der
positiven Linse L3 in die verschiedenen Richtungen eine Positionierung des Laserfokus
relativ zum Préparat. Eine laterale Translation von Ls; korrespondiert dabei mit einer
Verschiebung in der Objektebene, wihrend sich in axialer Richtung die Lage des Fokus
entlang der optischen Achse éndert. Dabei muf3 die Illumination der Eintrittspupille des
Objektivs bei der lateralen Verschiebung des Fokus in der Praparatebene garantiert sein.
Der Laserfokus sollte zur Visualisierung des eingefangenen Partikels auf der CCD-Kamera
mit der Fokalebene des Objektivs zusammenfallen. Diese Koinzidenz wird im allgemeinen
als parfokaler Fall bezeichnet. In der Regel ist die Optik eines Mikroskops so konzipiert,
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daBB die Aberrationen in der Objektebene minimal sind. Aus diesem Grund hat der
Laserfokus im parfokalen Fall seine optimale Form, die durch einen beugungslimitierten
Punkt charakterisiert ist. Des weiteren werden die justierbaren Spiegel bzw. der Laser zur
Orientierung des Strahles parallel zur optischen Achse eingesetzt. Im Unterschied zur
Einkoppelung des Lasers iiber eine Glasfaser oder Akusto-Optische-Modulatoren stellt das
beschriebene System eine einfache und okonomische Ldésung dar, die sich durch eine
geringe Absorption von Laserstrahlung auszeichnet (Svoboda, 1994).

Mit diesem Design des experimentellen Aufbaus kann die optische Pinzette auch simultan
zur Fluoreszenzmikroskopie eingesetzt werden, da zwei voneinander unabhéngige Filter-
schieber (3) existieren. Bei der Einkoppelung des Lasers iiber den Auflicht-Strahlengang
der Fluoreszenz-Beleuchtung ist dies nicht mehr ohne weiteres moglich (Sterba, 1998).
Dariiber hinaus ist es aus Griinden der Sicherheit ausgeschlossen, mit den Augen iiber das
Okular in Kontakt mit der Laserstrahlung zu kommen. Ein Schieber blockiert beim
Umschalten auf das Okular den Laserstrahl am Kamera-Ausgang des Mikroskops. Um
Fluktuationen des Lasers durch die Konvektion von Luft oder Staubpartikel zu verhindern,
wird der Strahl in einem abgeschlossenen Tubus gefiihrt (Allersma, 1998). Dadurch kann
auch ein sicherer Betrieb der optischen Pinzette gewéhrleistet werden.

3.1.3 Komponenten des Aufbaus
Laser:

Fiir den experimentellen Aufbau einer optischen Pinzette wurde ein Nd-YAG’-Laser ver-
wendet (Coherent, Liibeck), der Lichtstrahlung mit einer Wellenldnge von A = 1064 nm
emittiert. Da biologisches Material fiir diese Wellenldnge eine hohe Transparenz hat,
konnen kaum Schidden am Prdparat durch die Absorption von Laserstrahlung entstehen.
Die Emission des Lasers erfolgt in der transversalen Grundmode TEMgy, mit einem

kontinuierlichen Strahl"

. Des weiteren entspricht die Intensitdtsverteilung des elektro-
magnetischen Feldes fiir die TEMyp-Mode einem Gaullschen Profil. Der Laser mit einer
Divergenz von ca. 1 mrad und einem Durchmesser von 1.0 mm hat eine maximale

Ausgangsleistung von 300 mW.

Im allgemeinen wirken sich Schwankungen in der Laserleistung kritisch auf die Stabilitét
der optischen Pinzette aus. Aus diesem Grund wurde in den Experimenten ein dioden-
gepumpter Festkorperlaser eingesetzt. Aktives Material ist in diesem Fall ein zylindrischer
Nd-YAG-KTristall. Das optische Pumpen erfolgt dabei iiber eine Halbleiter-Laserdiode. Da

 Nd-YAG: Neodym-Yttrium Aluminium Garnet.
' In der allgemeinen Terminologie auch als (engl.) continuous wave oder mit der Abkiirzung cw bezeichnet.
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die emittierte Wellenldnge der Laserdiode mit der Temperatur variiert, ist ihre exakte
Regulierung mit einem thermoelektrischen Element notwendig. Dies gewdhrleistet die
optimale Anregung des aktiven Materials iiber die entsprechenden Absorptionsbanden. In
dlteren Systemen wurde zum Pumpen eine Entladungslampe verwendet, was ein
kompliziertes Kiihlsystem erforderte und mit groen Schwankungen in der Ausgangs-
leistung von bis zu 20% verbunden war. Die Vorteile des Pumpens mit einer Laserdiode
bestehen jedoch in der hoheren Effizienz, lingeren Lebensdauer und einer kompakteren
Konstruktion des Lasers. AuBerdem zeichnen sich die moderneren Versionen mit einem
Rauschen von nur 1% durch ihre hohere Stabilitdt aus (Sterba, 1998).

Objektiv:

Zum gegenwirtigen Zeitpunkt existieren noch keine Objektive, die speziell fiir die An-
wendung im nahen Infrarot-Bereich optimiert worden sind. Aus diesem Grund kommt es
bei der Fokussierung des Lasers zu Abweichungen vom idealen optischen Abbildungs-
verhalten eines Objektivs. So sind achromatische Aberrationen fiir die Deformation des
beugungslimitierten Laserfokus verantwortlich und reduzieren damit den Intensitéts-
Gradienten des elektromagnetischen Feldes. Im speziellen Fall der sphérischen Aberration
ist die Brennweite eines parallelen Strahls vom Abstand zur optischen Achse abhéngig.
Daraus resultiert im allgemeinen eine Abnahme der Stabilitdt der optischen Pinzette mit
zunehmender Distanz zum Deckglas (Sterba, 1998).

Des weiteren absorbieren Objektive einen grofen Teil der einfallenden Laserstrahlung.
Dies ist darauf zuriickzufiihren, da3 die optischen Komponenten eines Objektivs mit einer
Antireflexions-Beschichtung versehen sind, die sich durch eine hohe Transmission im
visuellen und ultravioletten Bereich auszeichnen. Im Infrarot-Bereich fiihren diese Be-
schichtungen zu internen Reflexionen und einer signifikanten Absorption der Laser-
strahlung in den optischen Komponenten. Fiir das im Experiment verwendete Immersions-
objektiv von Zeiss (100x 1.3) betrdgt die Transmission bei einer Wellenlédnge von 1064 nm
nur ca. 59% (Svoboda, 1994). Thermisch induzierte Schiden am Objektiv durch die
Absorption von Strahlung kdnnen fiir Laserleistungen unter 1 W ausgeschlossen werden.
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Strahlaufweiter:

Der effektive Radius des Laserstrahls mufl mindestens dem der Eintrittspupille des

Objektivs entsprechen, um eine Fokussierung auf einen beugungslimitierten Punkt zu ge-

wiéhrleisten. Fiir den Durchmesser der Eintrittspupille gilt nach Zeiss die folgende Formel:
500-N. A.

dPupille = T (Gl 33)

Hierbei bezeichnet N. A. die numerische Apertur und M die Vergroferung des Objektivs.
Mit GI. 3.3 folgt fiir das verwendete Objektiv mit M = 100 und N. A. =1.3 ein Durch-
messer der Pupille von 6.5 mm. Im vorliegenden Fall wird die erforderliche Vergroferung
des Radius durch einen Strahlaufweiter und der Divergenz des Laserstrahls von 1 mrad
erreicht. Prinzipiell ist der Aufbau eines Strahlaufweiters dem eines astronomischen
Teleskops &dquivalent. Fiir den experimentellen Aufbau standen zwei Bauformen zur
Diskussion. Sie werden in Analogie zu den entsprechenden Teleskopen in der Astronomie
als Keplerscher- bzw. Galileischer Strahlaufweiter bezeichnet und bestehen aus einer
Kombination aus zwei verschiedenen Linsen. Ihr Abstand L ist dabei durch die Summe der
beiden Brennweiten L = f; +f, gegeben. Des weiteren gilt fiir die Vergroferung des
effektiven Strahlradius die Beziehung: V =f,/f, . Der Keplersche Strahlaufweiter stellt
dabei eine Kombination aus zwei positiven Linsen dar. Im Unterschied dazu handelt es
sich beim Galileischen Typ um die Kombination aus einer negativen sowie einer positiven
Linse. Wihrend fiir den Keplerschen Strahlaufweiter die Moglichkeit existiert, einen
Raumfilter in der Fourierebene der ersten Linse zu installieren, zeichnet sich der Galilei-
sche Typ durch seine kleinere Bauldnge L bei gegebener VergroBerung aus.

Der entscheidende Parameter fiir die Realisierung des Galileischen Strahlaufweiters im
experimentellen Aufbau war die geringere Bauldnge. Im konkreten Fall hatten die Linsen
L; und L, die Brennweiten von f; =—40 mm bzw. f;, =250 mm, was einer Bauldnge von
L =210 mm entspricht. Daraus folgt eine VergroBerung des Strahldurchmessers von 1 mm
um den Faktor V =-6.25. Das negative Vorzeichen deutet auf eine invertierte optische
Abbildung hin, die fiir ein symmetrisches Intensititsprofil der TEMg,-Mode des Lasers
keine Rolle spielt. Der Strahl hat unter Beriicksichtigung der Divergenz des Lasers und
einer optischen Weglinge von ca. 0.8 m an der Eintrittspupille des Objektivs einen Durch-
messer von ca. 6.5 mm. Dadurch ist ein wichtiges Kriterium fiir die Stabilitit der optischen
Pinzette erfiillt. Wie Abb. 3.1 zeigt, wurde der Strahlaufweiter direkt nach dem Laser in
das optische System integriert. Darliber hinaus minimierten Plankonkav- bzw. Plankonvex-
linsen in der richtigen Orientierung die sphérischen Aberrationen des Galileischen Strahl-
aufweiters.
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Optische Komponenten:

Die in das optische System integrierten Linsen (1), (2) und (3) aus Borosilikat-Kronglas
(BK 7) wurden mit einer speziellen Antireflexions-Beschichtung fiir die Wellenlédnge
A = 1064 nm versehen (Melles Griot, Bensheim, Deutschland). Dazu werden dem Substrat
im allgemeinen diinne Schichten geeigneter optischer Materialien mit definierten
Brechungsindizes aufgedampft. Reflexionen an den Oberflichen der verschiedenen
Schichten l6schen sich dabei durch destruktive Interferenz aus. Der Reflexionskoeffizient
der Beschichtung fiir die Nd-Y AG-Laserlinie hat einen maximalen Wert von ca. 0.2%.

Die justierbaren Spiegel nach dem Strahlaufweiter ermdglichen die Ausrichtung des Laser-
strahls parallel zur optischen Achse. Sie lassen sich iiber Feingewindeschrauben in zwei
zueinander orthogonalen Achsen um die Winkel ¢ und 6 verkippen. Mit Hilfe einer
weiteren Schraube kann zusétzlich eine Verschiebung des Drehpunkts erreicht werden. Bei
den Spiegeln handelt es sich um Silber-bedampfte Substrate aus Glas mit einem
Reflexionskoeffizienten von ca. 98.5%.

Die Bikonvex-Linse (3) zur Fokussierung des Laserstrahls in der Ebene f3 ist auf einem
Reiter montiert, der auf einer optischen Schiene verschoben werden kann. Eine Translation
der Linse in die Richtungen senkrecht zur optischen Achse erfolgt dabei iiber ein
Positionierungselement mit Mikrometerschrauben.

Optischer Tisch:

Die mechanische Stabilitit ist fiir den experimentellen Aufbau von entscheidender Be-
deutung, da ein im Laserfokus gefangenes Partikel durch Vibrationen aus der optischen
Pinzette geschlagen werden kann. Aus diesem Grund war es notwendig, das Mikroskop
mit allen anderen Komponenten auf einen schwingungsisolierten optischen Tisch zu
montieren. Dazu wurde eine 15 cm dicke Steinplatte mit zentraler Apertur fiir die CCD-
Kamera auf ein stabiles Metallgestell mit ca. 50 drucklosen Tennisbéllen plaziert. Eine
entsprechende Montageplatte mit Lochraster ermdglichte eine einfache Befestigung des
Mikroskops und aller anderen optischen Komponenten mit einem Systembausatz. Die
Einkoppelung des Lasers iiber den TV-Anschlu} eines inversen Mikroskops hatte dabei
den Vorteil, daB3 die Strahlfithrung des Lasers parallel zur Montageplatte erfolgen konnte.
Diese Konfiguration zeichnet sich durch eine hohe mechanische Stabilitdt aus. Auf Grund
des schwingungsisolierten optischen Tisches stellten Vibrationen in der Umgebung fiir die
Experimente kein Problem dar.
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3.1.4 Justage der optischen Pinzette

Die Ausrichtung des Laserstrahls parallel zur optischen Achse des Mikroskops hat einen
entscheidenden EinfluB auf die Funktion einer optischen Pinzette. Da die Einkoppelung
des Lasers in ein kommerzielles Mikroskop erfolgte, konnte die Durchlicht-Beleuchtung
zur Justage der optischen Komponenten im Laserstrahlengang verwendet werden. Der in
einem Filterschieber montierte dichroitische Spiegel (1) reflektierte einen geringen Teil der
Durchlicht-Beleuchtung. Die zentrierte Feldblende des Kondensors in der Objektebene
definierte dabei die optische Achse des Mikroskops. Des weiteren wurde die Abbildung
der Feldblende im optischen System sukzessive bis zur Eintrittspupille des Strahlauf-
weiters verfolgt. Die justierbaren Spiegel ermdglichten eine Zentrierung der Durchlicht-
Beleuchtung mit den optischen Komponenten im Laserstrahlengang.

Im néchsten Schritt wurde der Laserstrahl parallel zur optischen Achse des Mikroskops
ausgerichtet. Dies erforderte eine exakte rdumliche Positionierung des Lasers mit Hilfe der
daflir vorgesehenen Justierschrauben. Dazu war es notwendig, das Objektiv aus dem
Mikroskop zu entfernen und den Laserstrahl in der Apertur des Objektivrevolvers zu
zentrieren. Zur Visualisierung des unsichtbaren Infrarot-Laserstrahls wurden IR-Sensor-
Karten eingesetzt. Im Idealfall stellte der Laserstrahl in der Eintrittspupille des Objektivs
ein paralleles Strahlenbiindel dar. Daraus folgt die Koinzidenz des Laserfokus mit der
Fokalebene des Objektivs (parfokaler Fall).

Dartiber hinaus kann die optische Pinzette iiber das definierte Beugungsmuster des Laser-
fokus justiert werden. Reflexionen der einfallenden Laserstrahlung an der Grenzfliche
zwischen dem Deckglas und dem Priparat werden dabei durch die CCD-Kamera auf-
gezeichnet. Die Positionierung der optischen Pinzette in die Grenzfliche ermdglicht die
Abbildung des Laserfokus als beugungslimitierten Punkt. Eine Fokussierung des Lasers
tiber- und unterhalb der Grenzfliache fiihrt zur Expansion bzw. Kontraktion des Beugungs-
musters. Zeigt sich dabei ein unsymmetrisches Profil in der Intensitét, dann trifft der Laser-
strahl nicht exakt orthogonal auf das Deckglas. Mit Hilfe der beiden justierbaren Spiegel
kann ein symmetrisches Beugungsmuster des Laserstrahls eingestellt werden. Bei dieser
Prozedur muf3 die Orientierung der Spiegel abwechselnd solange variiert werden, bis sich
ein symmetrisches Profil ergeben hat (Sterba, 1998).
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3.2 Elektrophorese
3.2.1 Theoretische Grundlagen

Im elektrischen Feld einer geladenen Oberfliche akkumulieren die Gegenionen eines
Elektrolyten, wihrend die lonen mit gleichem Vorzeichen eine Repulsion erfahren. Dies
fiihrt zu einer Abschirmung der Ladung des Partikels und reduziert die Reichweite des
elektrostatischen Potentials. Die Hiille aus den Gegenionen wird im allgemeinen als diffuse
elektrische Doppelschicht bezeichnet und im Rahmen der Gouy-Chapman-Theorie mathe-
matisch eingefiihrt. Das Modell geht von einer homogen geladenen Oberfldche in einem
Elektrolyten aus, die eine Aquipotentialfliche mit einem Potential \y, darstellt. Die Ionen
des Elektrolyten werden dabei als Punktladungen in einem kontinuierlichen dielektrischen
Medium betrachtet. Unter diesen Voraussetzungen gilt fiir das Potential y die Poisson-
Gleichung: Ay =—-p/¢, g,. Hierbei sind p die Ladungsdichte, ¢, die relative Permeabilitit
und g, die Influenzkonstante.

Die elektrostatische Wechselwirkung konkurriert jedoch mit der thermodynamischen
Bewegung der Ionen im Elektrolyten, die durch die Boltzmann-Gleichung beschrieben
werden kann: n; =n; exp(—z;ey/kT). Der Index i bezieht sich auf die unterschiedlichen
Ionen mit der Valenz z; des Elektrolyten. Weiter bezeichnen n; die lokale und n! die
Konzentration der Ionen fiir groBBe Distanzen zur geladenen Oberfldche, e die Elementar-
ladung, k die Boltzmann-Konstante sowie T die absolute Temperatur. Aus der Kombi-
nation der zwei fundamentalen Beziehungen resultiert die Poisson-Boltzmann-Gleichung:

1 zey
Ay =———> zenexps——— Gl. 3.4
v €.&) Z‘ p{ kT } ( )

Dabei ist die Ladungsdichte der Ionen im Elektrolyten durch die Formel: p=3.n,ze
gegeben. Gl. 3.4 stellt eine nicht-lineare Differentialgleichung dar, fiir die nur unter
bestimmten Annahmen eine analytische Losung existiert. Die Exponentialfunktion kann
jedoch fiir den Fall kleiner Exponenten durch eine Taylor-Entwicklung 1. Ordnung sub-
stituiert werden. Aus der Poisson-Boltzmann-Beziehung folgt die Differentialgleichung:
Ay =y*y, die im allgemeinen als Debye-Hiickel-Approximation bezeichnet wird. Der
Parameter 7y ist durch die folgende Formel definiert:

eXniz2 )
= =i Gl. 3.5
X (8rsOij ( )

Der sogenannte Debye-Hiickel-Parameter y stellt eine zentrale Grofe in kolloidalen Sy-
stemen dar und ist hauptséchlich von der Konzentration und Valenz der unterschiedlichen
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Ionen des Elektrolyten abhéngig. Dariiber hinaus kann der reziproke Wert des Parameters
als die Dicke der diffusen elektrischen Doppelschicht oder die Abschirmldnge des elektro-
statischen Feldes interpretiert werden (Russel, 1989).

Auf Grund der Ladungsneutralitit des Gesamtsystems miissen die akkumulierten Gegen-
ionen in der diffusen elektrischen Doppelschicht die Oberflichenladungen kompensieren.
Aus dem Integral o,=—[pdx folgt der Zusammenhang zwischen der Oberflichen-
ladungsdichte o, und dem Oberfldchenpotential y, fiir ein homogen geladenes planares
System. Die Verteilung der Gegenionen ist dabei durch die Poisson-Boltzmann-Gleichung
gegeben. Im Fall eines symmetrischen Elektrolyten ergibt sich der Zusammenhang:

G, =+/8n'¢, g, kT sinh| 2o (GL. 3.6)
2kT

Eine analoge Formel gilt fiir eine Kugel mit der Oberflichenladung Q und dem Radius r:
Q=4ngye, r(1+yr) vy, (Gl. 3.7)

Es muf} jedoch betont werden, dafl es sich im Unterschied zu Gl. 3.6 bei der Variable Q
nicht um eine Oberfldchenladungsdichte handelt (Hunter, 1981).

Elektrophorese:

Die Elektrophorese beschreibt die Wanderung geladener kolloidaler Teilchen in einem
elektrischen Feld. Fiir ein geladenes Partikel, das sich im elektrischen Feld E mit einer
konstanten Geschwindigkeit v bewegt, ist das Zetapotential  durch die Helmholtz-Smolu-
chowski-Gleichung gegeben (McLaughlin, 1977):

=1V (GL. 3.8)
g ¢ E

Hierbei sind n die Viskositit, € die relative Permeabilitidt und gy die Influenzkonstante.
Das Zetapotential stellt dabei das elektrische Potential der Oberflichenladungen in der
hydrodynamischen Scherebene'' dar. Die Einhiillende der adsorbierten Tonen oder Mole-
kiile, die dem geladenen Partikel bei der Elektrophorese folgen, wird als hydrodynamische
Scherebene bezeichnet. Thr Abstand zur Lipidmembran-Beschichtung einer Silika-Kugel
betridgt ca. 0.2 nm. Das Zetapotential ist also in guter Naherung mit dem Oberfldchen-
potential identisch: { = y,. Eine Substitution kann auch in Gl. 3.6 und GI. 3.7 vorgenom-

men werden.

"' Im Englischen als surface of shear bezeichnet.
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AuBerdem gilt Gl. 3.8 nur unter der Voraussetzung, dall Relaxationseffekte bei der Elek-
trophorese keine Rolle spielen. Bei diesen Effekten handelt es sich um kleine Stérungen in
der diffusen Doppelschicht des geladenen Partikels auf Grund des &uBleren elektrischen
Feldes. Sie konnen im allgemeinen vernachldssigt werden, wenn die Oberfldchenladung
gering und die Abschirmlédnge in Relation zu den Dimensionen des Partikels klein ist. Aus
diesem Grund konnen Relaxationseffekte fiir die geplanten Experimente ausgeschlossen
werden (Overbeek, 1967) (O'Brien, 1978).

Die Bestimmung des Zetapotentials nach der Helmholtz-Smoluchowski-Gleichung basiert
auf der Messung der konstanten Driftgeschwindigkeit v eines geladenen Partikels in einem
duBeren elektrischen Feld E. In diesem Fall kompensieren sich die elektrophoretische
Kraft F. und die hydrodynamische Reibungskraft F; auf das Partikel. Fiir ein sphéarisches
Teilchen mit dem Radius r in einem Medium der Viskositdt i ist die Reibungskraft durch
die Stokes-Gleichung: F, =6nnrv gegeben. Mit der Formel fiir das Gleichgewicht der
Krifte (F, = 6tnrv) kann Gl. 3.8 modifiziert werden zu:

Fo (GL. 3.9)

5= 6nre.g,E

Diese Gleichung gilt auch fiir ein in der optischen Pinzette gefangenes Partikel. Im Unter-
schied zu einem freien Teilchen wird jedoch die elektrophoretische Kraft Fg durch das
harmonische Potential der optischen Pinzette kompensiert.

Elektroosmose

Die Elektroosmose basiert auf den gleichen physikalischen Prinzipien wie die Elektro-
phorese. Es wandern jedoch keine geladenen Partikel im elektrischen Feld, sondern die
Ionen des Elektrolyten bewegen sich relativ zu einer stationéren, planaren und geladenen
Festkorperoberflache. Im konkreten Fall erzeugt ein elektrisches Feld parallel zu einer
Kapillare einen hydrodynamischen Flufl des Elektrolyten. An der geladenen Oberfliche
der Kapillare kommt es zu einer Akkumulation von Gegenionen, die sich zusammen mit
den Molekiilen der Fliissigkeit in Richtung des elektrischen Feldes bewegen. Die Ge-
schwindigkeit des Elektrolyten ist dabei parallel zur Phasengrenze. Der Zusammenhang
zwischen der elektroosmotischen Mobilitdt und dem Zetapotential der Oberfldche kann bis
auf ein negatives Vorzeichen mit der Helmholtz-Smoluchowski-Gleichung (Gl. 3.8)
beschrieben werden (Hunter, 1981).

Das FluBprofil in einer offenen Kapillare zeichnet sich bis auf einen schmalen Bereich an

der Oberflidche durch eine konstante elektroosmotische Geschwindigkeit aus. Auf Grund
der Inkompressibilitit von Fliissigkeiten kommt es bei einem abgeschlossenen System zu
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einem RiickfluB im Zentrum der Kapillare. In der stationidren Ebene hat die FluBgeschwin-
digkeit den Wert Null, da sich Hin- und Riickflul kompensieren. Bei einer Kapillare mit
rechteckigem Querschnitt kann eine einfache analytische Losung fiir die stationére Ebene
angegeben werden, wenn die Breite b im Vergleich zur Hohe h des Kanals grof ist:

(Gl. 3.10)

h
¥ Stationére Ebene = T ) \/5
Der Nullpunkt des Koordinatensystems liegt dabei im Zentrum der Kapillare. Aullerdem
sind die Achsen des Systems parallel zu den Kanten des Kanals orientiert (Abb. 3.4). Die
elektrophoretische Mobilitét eines Partikels kann in einem abgeschlossenen System nur in
der stationdren Ebene gemessen werden. Eine ideale Beschichtung der Elektrophorese-
kammer mit einer neutralen Lipidmembran eliminiert die Elektroosmose und ermoglicht
die Bestimmung des Zetapotential unabhingig von der Distanz zur Oberfldche.

3.2.2 Konzeption einer Elektrophoresekammer

Die Experimente zur Laserfallen-kontrollierten Mikroelektrophorese stellten sehr spezielle
Anforderungen an eine Elektrophoresekammer. Da keine entsprechenden kommerziellen
Produkte auf dem Markt existierten, war die Konzeption eines neuen Kammertyps not-
wendig, mit dem die Kinetik einer Enzymreaktion bestimmt werden konnte.

Abb. 3.2 zeigt eine schematische Darstellung der realisierten Elektrophoresekammer.
Prinzipiell bestand sie aus einem Haupt- und Seitenkanal, die orthogonal zueinander
angeordnet waren. Dariiber hinaus wurde jede Offnung des Kreuzkanals iiber ein Ventil
mit einem separaten Fliissigkeits-Reservoir verbunden. Das Niveau jedes Reservoirs
konnte mit Hilfe einer Mikrometerschraube exakt eingestellt werden. Ein definierter
Hoéhenunterschied erzeugte den notwendigen hydrostatischen Druck, um Fliissigkeit durch
die Kanile zu befordern, wobei die eingezeichneten Pfeile die Richtung der angelegten
Fliisse andeuten. Die Positionierung der optischen Pinzette erfolgte dabei im zentralen
Kreuzungsbereich der beiden Kanile. Integrierte Elektroden am Ein- und Ausgang des
Hauptkanals generierten ein elektrisches Feld, das die geladene Kugel in der optischen
Pinzette in Oszillationen versetzte. Der Hauptkanal diente dabei dem Transport von be-
schichteten Kugeln zum Kreuzungspunkt. Nach dem Einfangen einer Kugel mit dem
Laserfokus wurde der Hauptkanal an jedem Ende mit zwei Ventilen geschlossen. Im
folgenden konnten Enzyme oder Substanzen mit definierter Konzentration iiber den Seiten-
kanal eingestromt werden. Die daraus resultierende Anderung der Oberflichenladung der
Kugel konnte simultan zur Reaktion bestimmt werden. Dabei haben hydrodynamische
Effekte beim Einstromen von Fliissigkeit senkrecht zur Richtung des dufleren elektrischen
Feldes keinen Einflu} auf das detektierte Signal, das dem Quadrat der Amplitude der
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Oszillation entspricht. Dieses wichtige Kriterium fiir die Bestimmung der Kinetik einer
Reaktion wird in Kap. 3.4.3 mit einem Kontrollexperiment gezeigt.

Hauptkanal Laserfokus

e
|

Seitenkanal

Abb. 3.2: Schematische Darstellung eines Kreuzkanals. Die Pfeile deuten die Richtung des ange-
legten Flusses an. Der Ein- und Ausgang jedes Kanals war mit einem separaten Reservoir fiir die
Fliissigkeit verbunden. Ein Transport der beschichteten Silika-Kugeln (Punkte) an die optische
Pinzette erfolgte iiber den Hauptkanal. Nach dem Einfangen eines Partikels mit dem Laserfokus
wurde der Hauptkanal geschlossen. Das Einstromen von Substanzen {iber den Seitenkanal ermoglichte
die Messung der Kinetik des Zetapotentials. Die integrieten Elektroden erzeugten ein elektrisches
Wechselfeld, in dem die geladene Silika-Kugel in der optischen Pinzette oszilliert.

Das Konzept der beschriebenen Elektrophoresekammer war im Rahmen der Experimente
zur Reaktionskinetik mit folgenden Vorteilen verbunden:

1. Der Seitenkanal ermodglichte das Einstromen von Substanzen unter definierten Be-
dingungen mit einer geringen Totzeit. Dazu mufite vor dem Experiment die ent-
sprechende Substanz in den Kanal sowie in ein zusitzliches Reservoir injiziert
werden. Das Einfangen einer zweiten Kugel mit der optischen Pinzette durch
Diffusion aus dem Hauptkanal war durch den Kreuzkanal nahezu ausgeschlossen.

2. Die Absorption von Laserstrahlung durch das umgebende Medium fiihrt im
allgemeinen zu einer lokalen Erwarmung, was einen Einflu} auf die verschiedenen
Parameter des Systems haben kann. So stellte z.B. die Viskositit eine wichtige GrofBe
fiir die Analyse der Daten dar, die entscheidend von der Temperatur abhidngig ist.
Untersuchungen haben ergeben, daf} sich die Temperatur des umgebenden Mediums
im Verhéltnis zur Leistung eines Infrarotlasers um ca. 1.7 °C pro 100 mW erhdht
(Kuo, 1998). Der kontinuierliche FluB durch den Seitenkanal wéahrend der Messung
transportierte die im Medium deponierte Energie ab und hielt somit die Temperatur
anndhernd konstant.
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3. Mit hydrostatischem Druck konnte der FluB durch die Kandle in einem grofBen
Bereich variiert werden, der von wenigen Piko- bis hin zu mehreren Mikrolitern pro
sec reichte. Das FluBsystem stand durch die Reservoire permanent unter einem
leichten Uberdruck, was die Bildung von Luftblasen verhinderte. Diese kénnen den
hydrodynamischen Flu8 durch die Kanile beeintrdchtigen oder zerstéren die homo-
gene Beschichtung der Kammer mit der neutralen Lipidmembran.

4. Ein permanenter Flul durch den Seitenkanal gewihrleistete eine konstante Konzen-
tration der zur Reaktion erforderlichen Substanzen. Die Verluste durch die Diffusion
in den Hauptkanal oder die irreversible Bindung des Reagens an die Innenflichen
der Elektrophoresekammer wurden damit kompensiert. Aullerdem transportierte der
angelegte FluB3 die bei der Reaktion entstehenden Produkte ab, die einen Einflufl auf
die Kinetik des Prozesses haben konnen. Dies gilt im besonderen fiir Enzyme, da die
Produkte einer katalysierten Reaktion in vielen Féllen die Aktivitit des Enzyms
regulieren. In den Experimenten zur Enzymkinetik von Phospholipase C kommt es
durch ein Reaktionsprodukt zu einer Inhibierung des Enzyms.

Erliuterungen zur Konstruktion der Kammer:

Zur Fokussierung des Lasers ist ein Objektiv mit hoher numerischer Apertur notwendig.
Auf Grund des geringen Arbeitsabstandes dieser Objektive kdnnen Partikel bei einem
invertierten Mikroskop nur bis zu einer bestimmten Distanz vom Deckglas stabil im Laser-
fokus gehalten werden. Generell nimmt die Haltekraft der optischen Pinzette bei Distanzen
tiber 20 um kontinuierlich ab. Folglich ist die Wandstirke der Elektrophoresekammer auf
der Unterseite durch die Dicke eines Deckglases limitiert. AuBerdem erfordert das Anlegen
von hohen elektrischen Feldern Kanédle mit einer kleinen Querschnittsfliche, damit durch
die Kammer nur minimale Stroéme flieBen. Dadurch koénnen Polarisationseffekte der
Elektroden ausgeschlossen werden, die einen entscheidenden Einflull auf die elektrische
Feldverteilung im Kanal haben.

Wie in Abb. 3.3 illustriert, handelte es sich bei der Elektrophoresekammer um eine Kon-
struktion aus verschiedenen Komponenten und Materialien. Ein optisch transparenter Poly-
karbonat-Block (90 x 26 mm) fungierte dabei als Halter fiir einen Einsatz aus Glas mit
integriertem Kreuzkanal. Dariiber hinaus waren Anschliisse fiir die beiden Elektroden und
die Teflonschldauche im Polykarbonat-Block vorgesehen. Die Basis des Einsatzes bildete
ein Objekttriager mit vier kreuzformig angeordneten Bohrungen, die die Ein- und Ausginge
der Kanile darstellten. Aus einer thermoplastischen Polyolefin-Folie (Xiro, Schmitten,
Schweiz) wurde ein entsprechender Kreuzkanal herausgeschnitten und das Negativ der
Form zusammen mit einem Deckglas auf den priparierten Objekttriger plaziert. Das
thermische Verkleben der Komponenten erfolgte bei einer Temperatur von ca. 140 °C
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unter leichtem Druck. Haupt- und Seitenkanal hatten eine Lange von 48 mm bzw. 14 mm.
Beide Kanile zeichneten sich durch eine kleine rechteckige Querschnittsflache mit einer
Breite von ca. 1.5 mm und einer Héhe von ca. 90 um aus. Die Einsétze aus Glas mit dem
integrierten Kreuzkanal konnten nach einer Reinigungsprozedur im allgemeinen wieder
verwendet werden. Der Laserfokus wurde in den Experimenten 20 um iiber dem Deckglas
in der stationdren Ebene positioniert (Hunter, 1981). Durch das Design der Elektro-
phoresekammer konnte erreicht werden, dafl die stationdre Ebene des Kanals mit dem
optimalen Arbeitsbereich der optische Pinzette {ibereinstimmte.

Polycarbonat-

Hauptkanal
Seiten-  Block P
kanal
. q L \ 4 Fi, O-Ring

Folie /1 Lol 1 [
Deckglas Objekt-

Laserfokus trager

Objektiv

Abb. 3.3: Aufbau der Elektrophoresekammer. Ein Schnitt durch den Seitenkanal zeigt, daB3 es sich bei
der Kammer um eine Konstruktion aus verschiedenen Materialien handelt. In dem Polykarbonat-
Block sind die Elektroden und die Anschliisse fiir die Teflonschlduche integriert. Aulerdem fungiert
er als Halter fiir einen Einsatz aus Glas, in dem der Kreuzkanal eingearbeitet ist. Der Einsatz besteht
aus einem Objekttréager mit vier Bohrungen, der iiber eine thermoplastische Folie mit einem Deckglas
verbunden ist. In die Folie wurde die Form des Kreuzkanals geschnitten.

Alle erforderlichen Zuleitungen und Ventile des FluBsystems bestanden aus dem chemisch
inerten Material Teflon. Als Ventile wurden dabei 3-Wege-Hidhne eingesetzt, die manuell
umgeschaltet werden konnten. Thre Betdtigung fiihrte zu keiner Verdringung von Fliissig-
keit in der Elektrophoresekammer. Aus diesem Grund erméglichten sie das Offnen und
SchlieBen der Kanidle wéahrend der Messung, ohne die gefangene Kugel in der optischen
Pinzette zu verlieren. Dies war eine wesentliche Voraussetzung fiir die Durchfiihrung der
Experimente. Aulerdem wurden die Hihne in einem Halter fixiert, um beim Umschalten
keine Vibrationen auf die FluBkammer zu iibertragen. Das Entliiften der Elektrophorese-
kammer und die Injektion aller Substanzen erfolgte iiber die 3-Wege-Hidhne ohne grofien
Aufwand.
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3.2.3 Hydrodynamik im Kreuzkanal

Das Verhalten von Strdmungen wird im allgemeinen durch die Navier-Stokes-Gleichung
beschrieben. Sie stellt eine Bewegungsgleichung fiir viskose Fliissigkeiten dar und
ermoglicht die Berechnung des Stromungsfeldes im Kanal der Elektrophoresekammer. Thre
allgemeine Form ist gegeben durch (Landau, 1991):

p[z_:+(V'V)VJ:‘VP+”AV+(€+n/3)V(V-V) (GL 3.11)

Hierbei bezeichnet p die Dichte, v den lokalen Geschwindigkeitsvektor, p den Druck, ¢
und n die Viskosititskoeffizienten der Fliissigkeit. Die Navier-Stokes-Gleichung gilt
allgemein fiir laminare und turbulente Stromungen. In der Hydrodynamik kann allgemein
mit Hilfe der Reynoldszahl die Stromung charakterisiert werden. Sie ist ein dimensions-
loser Parameter und durch die Formel Re = v d p/n definiert. Dabei stehen die Symbole v
und d fiir die charakteristische Geschwindigkeit bzw. die Dimension des Systems. Die
Reynoldszahl setzt die im System auftretenden Trigheitskrifte in Relation zu den
Scherkriften in der viskosen Fliissigkeit. Fiir kleine Reynoldszahlen liegt eine laminare
und fiir groBBe eine turbulente Stromung vor. In der Navier-Stokes-Gleichung konnen fiir
kleine Reynoldszahlen die Beschleunigungsterme (V-V)V und Ov/ot vernachlissigt
werden. Dariiber hinaus gilt fiir inkompressible Fliissigkeiten die Beziehung V-v =0, was
den letzten Term in GI. 3.11 eliminiert. Eine Strdmung wird im allgemeinen als stationir
bezeichnet, wenn ov/ot =0 ist.

Die Abb. 3.4 stellt den Kanal der konzipierten Elektrophoresekammer mit der Lénge 1, der
Breite b und der Hohe h schematisch dar. Dabei ist das Koordinatensystem so orientiert,
daf} alle Achsen parallel zu den Kanten des Kanals verlaufen. Ein hydrostatischer Druck
Ap erzeugt im Kanal einen konstanten Druckgradienten, der durch Ap/l gegeben ist. Da der
Puffer im Experiment als inkompressible Fliissigkeit betrachtet werden kann, existiert nur
die Komponente der Geschwindigkeit in x-Richtung. Aulerdem spielen Beschleunigungs-
terme keine Rolle, da die Reynoldszahl der Elektrophoresekammer kleiner als Eins ist. Die
Gl. 3.11 kann unter Berlicksichtigung aller Punkte geschrieben werden als:
o’v, 0’v Ap

L+ —X= Gl. 3.12
oy’ 0z’ nl ( )

Eine einfache Losung der Differentialgleichung kann angegeben werden, wenn die Breite b
im Vergleich zur Hohe h des Kanals grof ist (b >> h). In diesem Fall dominiert die Kriim-
mung des Geschwindigkeitsprofils in y-Richtung gegeniiber der z-Richtung. Also kann der
Term 0°v,/dz> im Rahmen dieser Niherung vernachlissigt werden. Mit der Neben-
bedingung v_(-h/2)=v_(h/2)=0, folgt fiir die Losung der Differentialgleichung:
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A
vx(y>=—8é’l(h2—4y2> (Gl.3.13)

Das Geschwindigkeitsprofil hat also in y-Richtung eine parabolische Form und ist von der
Variable z unabhingig. Eine Integration von Gl. 3.13 iiber die Querschnittsflache ergibt die
FluBrate durch den Elektrophoresekanal:

b/2 3
Q= | v.(y)bdy=2pbh (Gl. 3.14)
b2 1211

Dabei hat die Geometrie des Kanals einen entscheidenden Einflufl auf Q, da die Hohe h
mit der 3. Potenz in die Gleichung eingeht. Auflerdem ist die FluBrate dem Druckgradien-
ten im Kanal direkt proportional. Die Differenz des hydrostatischen Druckes Ap resultiert
aus dem Unterschied Ay im Niveau der Fliissigkeit in den beiden Reservoire und ist durch
die Formel Ap = p g Ay gegeben. Hier bezeichnet p die Dichte der Fliissigkeit und g die
Gravitationskonstante. Mikrometerschrauben erméglichen die exakte Positionierung aller
Reservoire und damit die Einstellung einer definierten Druckdifferenz, die auf Grund der
FluBrate Q eine Funktion der Zeit ist, da keine automatische Nachregelung des Hohen-
unterschiedes erfolgte.

Abb. 3.4: Schematische Darstellung eines Kanals der Elektrophoresekammer mit rechteckigem Profil
der Lingel, der Breiteb und der Hohe h. Die x-Achse zeigt in die Richtung der Stromungs-
geschwindigkeit im Kanal. Auflerdem ist die fiir die Experimente wichtige stationdre Ebene im
unteren Teil des Kanals eingezeichnet.

Fiir den Parameter Ap gilt die Differentialgleichung d(Ap)/dt =—t"'Ap, die durch eine
Exponentialfunktion Ap = Ap, exp(—t't) geldst wird. Es sind Apy die Druckdifferenz
beim Offnen der Ventile des Kanals und t die Zeitkonstante. Dabei ist T von der Geometrie
des Kanals sowie den Dimensionen der Reservoire abhingig und hat fiir das FluBsystem
einen Wert von ca. 3000 s. Folglich kann der Flufl durch den Kanal als stationir betrachtet
werden, wenn die Kinetik des Zetapotentials viel kleiner als die Zeitkonstante des FluB3-
systems ist. Fiir extrem lange Mefzeiten kann der Hohenunterschied jedoch manuell nach-
geregelt werden.
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Bisher wurden nur Aussagen iiber das Stromungsverhalten von Fliissigkeiten in einem
einzelnen Kanal mit rechteckiger Querschnittsfliche und konstantem Druckgradienten
gemacht. Fiir die Hydrodynamik eines Kreuzkanals existiert keine einfache analytische
Losung. Das hydrodynamische Stromungsfeld im Kreuzungsbereich ist jedoch fiir die
Messung der Kinetik von Reaktionen von besonderem Interesse, da sich beim Einstrémen
von Substanzen {liber den Seitenkanal in kurzer Zeit definierte Konzentrationsverhiltnisse
an der optischen Pinzette einstellen miissen. Abb. 3.5 zeigt eine Fluoreszenzaufnahme von
FITC'’-markierten Latex-Kugeln mit einem Radius von 1 pm, die auf Grund eines
konstanten hydrostatischen Druckgradienten kontinuierlich iiber den Seitenkanal ein-
stromen. Mit der CCD-Kamera am TV-Ausgang des Mikroskops konnten die Trajektorien
der Partikel wihrend der Belichtungszeit aufgezeichnet werden.

Seiten-
kanal

Hauptkanal

Abb. 3.5: Visualisierung des Stromungsfeldes im Kreuzungsbereich von Haupt- und Seitenkanal
mittels Fluoreszenzmikroskopie. Die Aufnahme zeigt FITC-markierte Latex-Kugeln mit einem
Radius von 1 pm, die auf Grund eines konstanten hydrostatischen Druckgradienten kontinuierlich
iiber den Seitenkanal einstromen.

Die momentane Geschwindigkeit einer Latex-Kugel spiegelt sich in der Lange ihrer Tra-
jektorie wider. Es ist das hydrodynamische Stromungsfeld fiir einen Quadranten des
Kreuzungsbereiches der beiden Kanéle dargestellt. Der eingezeichnete Pfeil deutet dabei
die Richtung des Flusses an. Im allgemeinen sind die FluBlinien zur Mittellinie des
Seitenkanals symmetrisch. Des weiteren ist aus Abb. 3.5 zu erkennen, dal} es sich um eine

"2 FITC: Fluoreszein-5-isothiocyanat.
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laminare Stromung handelt. Dieses Resultat entspricht den theoretischen Vorstellungen fiir
eine Elektrophoresekammer mit einer Reynoldszahl von ca. 1.5. Beim Einstromen der
Latex-Kugeln kommt es zu einer Verbreiterung des Stromungsprofils im Hauptkanal. Aus
diesem Grund muf3 der Hauptkanal nach jedem Experiment griindlich gespiilt werden, um
alle Spuren der Substanz zu entfernen.

Wie aus GI. 3.13 hervorgeht, hat das Geschwindigkeitsprofil in einem einzelnen Kanal in
y-Richtung eine parabolische Form und ist von der Variable z unabhéngig. Es stellt sich
nun die Frage, ob dies auch fiir den Kreuzungsbereich von Haupt- und Seitenkanal gilt.
Abb. 3.6 stellt das Geschwindigkeitsprofil am Kreuzungspunkt beim Einstromen von
Fliissigkeit {iber den Seitenkanal dar. Zur Bestimmung der lokalen Geschwindigkeit wurde
eine Silika-Kugel mit der optischen Pinzette auf eine definierte Distanz zum Deckglas
angehoben und mit Videomikroskopie die Trajektorie verfolgt. Wahrend des Experimentes
waren die Ventile des Hauptkanals geschlossenen. Fiir den hydrostatischen Druck wurde
ein konstanter Wert eingestellt, der einer Hohendifferenz zwischen den Reservoiren von
1 mm entsprach. Es zeigte sich, daBl auch in diesem Fall ein parabolisches Profil in
FluBrichtung vorliegt, wobei in der Mitte des Kanals eine maximale FluBgeschwindigkeit
von ca. 60 um/s herrschte. In der stationdren Ebene — ca. 20 um iiber dem Deckglas — hatte
die Geschwindigkeit noch einen Wert von ca. 40 um/s. Sie ist fiir die Bestimmung der
Totzeit des FluBsystems beim Einstrémen von Substanzen relevant.

40 —
20 —
gl S
>\ ] .
-20—__ Stationdre Ebene
40 — |
40 i
I I I I [ I I
0 10 20 30 40 50 60
v, [um/s]

Abb. 3.6: Geschwindigkeitsprofil im Zentrum des Kreuzungsbereiches von Haupt- und Seitenkanal,
an dem die optische Pinzette positioniert wurde. Das Profil hat wie im Fall eines einzelnen Kanals mit
einer Hoéhe von ca. 90 um eine parabolische Form und ist von der Variable z unabhingig.
Videomikroskopie ermdglichte die Messung der lokalen Geschwindigkeit {iber die Aufzeichnung der
Trajektorie der Silika-Kugel im Stromungsfeld. Der eingestellte hydrostatische Druck entsprach
einem Hohenunterschied zwischen den Reservoiren von 1.2 mm. Fiir die Stromungsgeschwindigkeit
in der stationdren Ebene konnte in diesem Fall ein Wert von ca. 40 um/s bestimmt werden. Sie ist fiir
die Bestimmung der Totzeit des FluBsystems relevant.
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Das Zetapotential einer Kugel als Funktion der Zeit wurde fiir alle Experimente in einem
Abstand von 20 um iiber dem Deckglas bestimmt. Der effektive Transport von Substanzen
tiber den Seitenkanal muf3 mit einer hohen Geschwindigkeit erfolgen, damit sich bei den
Messungen zur Kinetik mdglichst schnell definierte Konzentrationen einstellen kénnen.
Auf der anderen Seite destabilisiert ein hoher hydrodynamischer Flu3 die in der optischen
Pinzette gehaltene Kugel. Abb. 3.7 zeigt die Stromungsgeschwindigkeit in der stationdren
Ebene in Abhédngigkeit vom hydrostatischen Druck. Offensichtlich existiert fiir beide
Groflen bis zu einem kritischen Wert ein linearer Zusammenhang. Dies ist mit Gl. 3.13
konsistent und durch eine numerische Anpassung einer Geraden durch den Nullpunkt
angedeutet. Bei einem Hohenunterschied der Reservoire Ah > 3.6 mm wird der kritische
Wert fiir die Stromungsgeschwindigkeit viisen €rreicht. In diesem Fall kann die Silika-
Kugel von der optischen Pinzette nicht mehr gehalten werden. Fiir den hydrostatischen
Druck wurde deshalb in den Experimenten ein Wert von Ah ~2 mm eingestellt. Dabei
waren die Einstellungen der optische Pinzette mit denen zur Messung der Enzymaktivitit
in Kap. 4 identisch.
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Abb. 3.7: Stromungsgeschwindigkeit in einer Distanz von 20 um iiber dem Deckglas (stationire
Ebene) als Funktion des hydrostatischen Druckes. Die Geschwindigkeit v, ist in erster Ndherung dem
hydrostatischem Druck direkt proportional (numerische Anpassung einer Geraden durch den Null-
punkt). Fiir einen Hohenunterschied der Reservoire Ah > 3.6 mm wird ein kritischer Wert fiir die
Stromungsgeschwindigkeit vigisen erreicht. In diesem Fall kann die Silika-Kugel von der optischen
Pinzette nicht mehr gehalten werden.
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3.2.4 Beschichtung der Elektrophoresekammer mit einer neutralen
Lipidmembran

Die Elektrophoresekammer wurde zu Beginn der Experimente mit einer neutralen Lipid-
membran (POPC") beschichtet, was im wesentlichen auf zwei Griinde zuriickgefiihrt
werden kann:

1. Eine ideale Beschichtung eliminiert die Elektroosmose in der Kammer, da die
neutrale Lipidmembran mit der im Vergleich zum Puffer niedrigen relativen Per-
meabilitit das elektrische Feld der Oberflachenladungen des Glases abschirmt. So
liegen die konkreten Werte der Permeabilitdt fiir die Lipidmembran und dem Puffer
bei ca. =2 bzw. & =280. Diese Tatsache ermoglicht eine Fokussierung der
optischen Pinzette unabhéngig von der Distanz zum Deckglas. Kleine Defekte in der
festkorpergestiitzten Lipidmembran flihrten jedoch zu einer minimalen Elektro-
osmose, die durch eine Positionierung des Laserfokus in die stationidre Ebene
kompensiert werden konnte (Hunter, 1981).

2. AuBerdem kann die Adhésion von hydrophilen Molekiilen an die Innenfldchen der
Elektrophoresekammer durch eine neutrale Beschichtung reduziert bzw. verhindert
werden. So zeigen Enzyme wie z. B. Phospholipase C eine sehr starke Affinitdt u. a.
zu Glas- und Plastikoberflichen. Sie gehen im allgemeinen eine irreversible
Bindung mit allen Oberflichen ein. Folglich kann es durch die Adhésion zu
unkalkulierbaren Anderungen in der Enzym-Konzentration kommen, was auf die
Reproduzierbarkeit der Experimente einen entscheidenden Einflu3 hétte. Dies gilt
im besonderen fiir die geplanten Messungen zur Enzymaktivitét, da die eingesetzten
Konzentrationen extrem gering sind. Ausnahmen von diesem Verhalten stellen
Teflon- und neutrale lipidmembranbeschichtete Oberflachen dar (Rebecchi, 1992).

Zur Beschichtung wurden kleine unilamellare Vesikel in die Elektrophoresekammer inji-
ziert. Die nicht fusionierten Vesikel mufiten durch griindliches Spiilen aus der Kammer
entfernt werden. Um die Qualitdt der festkorpergestiitzten Lipidmembran iiberpriifen zu
konnen, war die Messung der Driftbewegung von neutralen multilamellaren Vesikel unter
niedrigen Salzkonzentrationen notwendig. Fiir eine gute Beschichtung zeigten neutrale
Vesikel unabhéngig von der Distanz zum Deckglas kaum eine elektrophoretische Mobi-
litat.

Dartiber hinaus stellt die Fluiditidt der Lipidmembran einen weiteren wichtigen Parameter
in Zusammenhang mit dem selbstdndigen Ausheilen von Defekten dar. Je hoher die
laterale Diffusion der Lipide in der Membran ist, desto schneller ,heilen* auftretende

3 POPC: 1-Palmitoyl-2-oleoyl-sn-glycero-3-phosphocholin.
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Defekte aus. Mit Hilfe der Fluoreszenzmikroskopie kann die festkorpergestiitzte Lipid-
membran visualisiert und auf ihre Fluiditdt bzw. Homogenitit untersucht werden. Dazu
war es notwendig, die zur Beschichtung eingesetzten kleinen unilamellaren Vesikel mit
dem Fluoreszenzfarbstoff NBD-C;,-HPC zu markieren. Abb. 3.8 zeigt eine Fluoreszenz-
aufnahme der Lipidmembran nach kontinuierlicher Illumination der Probe mit einem
Objektiv hoher numerischer Apertur (Zeiss 100x 1.3). Dies fiihrt zum Ausbleichen aller
Fluorophore innerhalb der Feldblende, die den beleuchteten Bereich in der Objektebene
begrenzt. Durch die laterale Diffusion ungebleichter Fluorophore von auflen formiert sich
eine fluoreszente Korona an der Innenseite der Feldblende. Dabei korrespondiert die Breite
des Profils der Intensitétsverteilung I" in erster Ndherung mit der Fluiditdt des Fluorophors
in der Membran. Die Methode der kontinuierlichen Fluoreszenz-Mikrophotolyse, die auch
mit CFM'* bezeichnet wird, basiert auf diesem Prinzip und ermédglicht eine quantitative
Bestimmung der Diffusion in der Lipidmembran (Dietrich, 1997). Im Rahmen dieser
Arbeit wurde diese Technik nur eingesetzt, um qualitative Aussagen iiber die Fluiditét der
Lipidmembran machen zu koénnen. Das unsymmetrische Profil der Korona geht dabei auf
den hydrodynamischen Fluf} in der Elektrophoresekammer zuriick.

Abb. 3.8: Fluoreszenzaufnahme einer festkorpergestiitzten Lipidmembran nach kontinuierlicher
[llumination der Probe mit einem Objektiv hoher numerischer Apertur. Die Membran wurde mit dem
Fluorophor NBD-C,-HPC im Verhéltnis von 0.1% markiert. Eine kontinuierliche Beleuchtung fiihrte
zum Ausbleichen aller Fluorophore innerhalb der Feldblende. Durch die Diffusion ungebleichter
Fluorophore von auflen kommt es zur Formation einer fluoreszenten Korona an der Innenseite der
Feldblende. Dabei korrespondiert die Breite des Profils der Intensitétsverteilung I" in erster Naherung
mit der Fluiditédt des Fluorophors in der Membran.

' CFM (engl.): Continuous Fluorescence Microphotolysis.
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3.2.5 Beschichtung der Elektroden

Ein kritischer Parameter bei der Elektrophorese ist im allgemeinen die Polarisation der
Elektroden. Sie tritt dann auf, wenn sich hydratisierte Ionen eines Elektrolyten beim
Anlegen einer elektrischen Spannung in die Richtung der entgegengesetzten Pole bewegen.
An der Oberfliche der Elektroden findet dabei ein Ladungsaustausch mit den eintreffenden
Ionen statt. Kénnen nun nicht alle in einem Zeitintervall ankommenden Ionen ihre Ladung
auf die Elektroden transferieren, so bildet sich eine diffuse Ladungsschicht von hydra-
tisierten Gegenionen an den Elektroden aus, die das duflere elektrische Feld teilweise
abschirmen. Dieser Effekt wird als Polarisation bezeichnet. Eine genaue Aussage iiber die
GroBe der lokalen elektrischen Feldstdrke am Ort eines geladenen Objektes ist kaum mehr
moglich. Der elektrische Strom in der Elektrophoresekammer nimmt bei einer konstanten
Spannung an den Elektroden mit der Formation der diffusen Ladungsschicht als Funktion
der Zeit ab, bis sich ein entsprechender Gleichgewichtszustand eingestellt hat. Die Polari-
sation wird durch die Formel P =(I, —1,)/I, definiert. Dabei bezeichnet I, den Stromfluf
beim Anlegen einer Spannung und I, den Plateauwert, der sich im Gleichgewichtszustand
fiir t > oo einstellt. Der Wert fiir die Polarisation der Elektroden sollte im allgemeinen
unter zwei Prozent liegen. Im Gegensatz zu hochfrequenten Wechselfeldern, wo sich durch
die schnell wechselnde Polaritdt kaum Ladungsschichten ausbilden kdnnen, spielen Polari-
sationseffekte bei Gleichspannungen eine groBere Rolle.

Generell ist es flir die Experimente zur Laserfallen-kontrollierten Mikroelektrophorese sehr
wichtig, die Polarisation der Elektroden zu verhindern. Voraussetzung dafiir sind eine aus-
reichend grofle Oberfliche der Elektroden, eine niedrige Salzkonzentration des Elektro-
lyten und ein Elektrophoresekanal mit einer geringen Querschnittsfliche. Ein geeignetes
Material fiir die Elektroden stellt dabei das Element Platin dar, weil keine unkalkulierbaren
Reaktionen mit den verwendeten Substanzen wihrend der Elektrophorese zu erwarten
sind. So konnen nach den bisherigen Erfahrungen negative Einfliisse von Platin auf die
biologische Funktion von Enzymen, Phospholipiden und DNA ausgeschlossen werden.
Um die Polarisationseffekte der Platinelektroden zu minimieren, wurden sie mit einer
speziellen Oberflichenbeschichtung versehen, die im allgemeinen als Platin and black
bezeichnet wird.

Das folgende Protokoll beschreibt die Herstellung einer solchen Platin-Beschichtung
(Stuart McLaughlin, Stony Brook, NY, USA). Im ersten Schritt wurde dazu eine Hexa-
chloroplatin (IV)-Sédure mit einer kleinen Menge an Blei (IV)-Acetat zur Beschichtung der
Elektroden hergestellt (3 g H,PtClg und 0.02 g Pb(CH3COQO)4 in 100 ml deionisiertem
Wasser). Diese gefahrliche Sdure kann in einer Glasflasche ohne Probleme iiber mehrere
Monate aufbewahrt werden. Ein erstes Waschen der Platinelektroden erfolgte mit einem
Detergens und in deionisiertem Wasser. Die Elektroden wurden dann in konzentrierte
Salpetersidure (HNO3) getaucht und eine Spannung von 12 V angelegt, um alle organischen
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Verbindungen auf der Oberfliche zu entfernen. Sobald sich Blasen gebildet hatten, wurde
die Spannung an den Elektroden umgepolt. Diese Prozedur wiederholte sich fiir 2 min.
Nach dem Waschen mit deionisiertem Wasser und dem Trocknen mit einem HeiBBluftfon
wurden die Elektroden mit einer Flamme kurz zum Gliihen (ca. 30 sec) gebracht, bevor sie
fir 2 min in Aqua Regia (HCI:HNO; = 3:1; zweifache Verdiinnung) getaucht und mit
deionisiertem Wasser gespiilt wurden. Im ndchsten Schritt konnten die Elektroden mit
Hexachloroplatin (IV)-Séure beschichtet werden. An den Elektroden wurde eine Spannung
von ca. 2 V angelegt und mit einem Amperemeter der Strom gemessen, der einen Wert von
30 mA nicht iiberschreiten sollte. Fiir die folgenden 20 min wurde die Spannung alle
30 sec umgepolt. Ein erster schwarzer Niederschlag auf den Elektroden war schon nach ca.
2 min zu erkennen. Die Beschichtung sollte sich kontinuierlich und homogen aufbauen,
wobei darauf geachtet werden mul}, dal es zu keiner Blasenbildung an den Elektroden
kommt. Bilden sich jedoch Blasen, so miissen sie durch ein Anheben der Elektroden ent-
fernt und die angelegte Spannung reduziert werden. Anschlieend wurden die Elektroden
wieder mit deionisiertem Wasser gespiilt und eine Elektrolyse mit einer Spannung von
+1 V (T =1min) in konzentrierter H,SO,4 fiir 10 min durchgefiihrt. Die Lagerung der
Elektroden erfolgt am besten in deionisiertem Wasser.

34



Laserfallen-kontrollierte Mikroelektrophorese

3.3 Detektorsystem
3.3.1 Videomikroskopie mit digitaler Bildverarbeitung

Die Bestimmung der Position eines Partikels in der optischen Pinzette erfolgte im Rahmen
der ersten Experimente mit Hilfe der Videomikroskopie und digitaler Bildverarbeitung.
Mit einer am TV-Ausgang des Mikroskops montierten Video-Kamera konnten digitale
Bildsequenzen des Partikels mit einer Frequenz von 50 Hz aufgezeichnet werden. Des
weiteren ermoglichte das speziell zur Partikelverfolgung entwickelte Programm Trekking
Image die automatische Bestimmung der Koordinaten des Teilchens fiir jedes Bild der
Sequenz. Generell kann durch die numerische Anpassung analytischer Funktionen an das
Graustufenprofil des Partikels die Position mit einer Auflosung im Sub-Pixel-Bereich
detektiert werden (Ziemann, 1997).

Um quantitative Aussagen iiber die wirkenden Krifte auf das gefangene Partikel machen
zu konnen, ist eine Kalibrierung der optischen Pinzette notwendig. Dazu wurden die ther-
mischen Fluktuationen des Teilchens auf Grund der Brownschen Bewegung analysiert. In
Abb. 3.9 ist die Brownsche Bewegung einer lipidmembranbeschichteten Silika-Kugel mit
einem Radius von 0.5 pm im harmonischen Potential der optischen Pinzette dargestellt.
Die Membranbeschichtung der Kugel besteht aus einem neutralen (POPC") sowie zu 3%
aus einem negativ geladenen Lipid (POPS'®) und hat fiir den verwendeten Puffer aus 2 mM
NaCl, 2 mM HEPES bei pH =7 ein Zetapotential von ca. —50 mV. Dieser Wert folgt aus
Driftmessungen mit einer konventionellen Elektrophoresekammer.

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20
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Abb. 3.9: Brownsche Bewegung einer lipidmembranbeschichteten Silikakugel in x-Richtung mit
einem Radius von 0.5 pm im harmonischen Potential der optischen Pinzette. Die Aufzeichnung der
Kugel mit einer Videokamera erfolgte mit einer Frequenz von 50 Hz.

> POPC: 1-Palmitoyl-2-oleoyl-sn-glycero-3-phosphocholin.
' POPS: 1-Palmitoyl-2-oleoyl-sn-glycero-3-[phospho-L-serin].
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Das Potential der optischen Pinzette kann durch die Boltzmann-Statistik der thermischen
Fluktuationen des eingefangenen Partikels bestimmt werden. Im allgemeinen gilt fiir das
thermische Gleichgewicht die folgende Beziehung (Florin, 1998):

Ux)

p(x)dx=Ce “' (Gl. 3.15)

Dabei bezeichnet p(x) dx die Wahrscheinlichkeit, das Partikel in der optischen Pinzette mit
einer Energie U(x) zu finden. Die Konstante C stellt dabei den Normierungsfaktor der
Wahrscheinlichkeitsverteilung, k die Boltzmann-Konstante und T die Temperatur des
Systems dar. Mit einer statistischen Auswertung der Amplituden in Abb. 3.9 konnte das
Potential der optischen Pinzette als Funktion der Distanz x mit Hilfe von GI. 3.15 be-
rechnet werden. Das Resultat ist zusammen mit der numerischen Anpassung einer para-
bolischen Funktion in Abb. 3.10 gezeigt. Die Approximation mit einem harmonischen
Potential gilt generell nur fiir kleine Auslenkungen. Fiir die Kraftkonstante k des harmo-
nischen Potentials konnte ein Wert von ~0.5-10~> N/m ermittelt werden.
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Abb. 3.10: Potential der optischen Pinzette mit numerischer Anpassung einer parabolischen Funktion.
Die Bestimmung erfolgte iiber die Boltzmann-Statistik der thermischen Fluktuationen des Partikels in
der optischen Pinzette. Das Potential ist an der Ordinate in Einheiten von k-T angegeben.

Das Ziel der geplanten Experimente sind Messungen zur Kinetik von Reaktionen oder
Prozessen, die mit einer Anderung der Oberflichenladung verbunden sind. Dazu miissen
die Zetapotentiale einer beschichteten Kugel als Funktion der Zeit bestimmt werden. Im
folgenden stellt sich die Frage, ob die Detektion des Partikels in der optischen Pinzette
mittels Videomikroskopie und digitaler Bildverarbeitung mit der notwendigen Auflésung
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prinzipiell moglich ist. In Abb. 3.11 ist die Auslenkung der negativ geladenenen Kugel in
der optische Pinzette als Funktion der Zeit in einem dufleren elektrischen Feld dargestellt.
Die Amplitude des alternierenden elektrischen Feldes hatte dabei einen konstanten Wert
von 10 V/em. AuBBerdem wurde die Polaritét ca. alle 2 sec manuell umgeschaltet. Es zeig-
ten sich Spriinge mit einer definierten Amplitude X von ca. 90 nm. Dabei kompensieren
sich an den Umkehrpunkten die elektrophoretische Kraft F,; auf das Partikel und die riick-
treibende Kraft durch das harmonische Potential: F, = «k-x,. Mit Gl 3.9 konnte daraus ein
Zetapotential von ca. —65 mV fiir das Teilchen berechnet werden. Dariiber hinaus haben
entsprechende Messungen mit verschiedenen Spannungen ergeben, da3 zwischen der Aus-
lenkung des Teilchens und dem elektrischen Feld ein linearer Zusammenhang existiert.
Auf diese Proportionalitit wird in Kap. 3.4.3 noch detaillierter eingegangen.

+10 V/em

Zeit [s]

Abb. 3.11: Auslenkung einer negativ geladenenen Silika-Kugel in der optische Pinzette als Funktion
der Zeit in einem &uBeren elektrischen Feld. Die Amplitude des alternierenden elektrischen Feldes
hatte dabei einen konstanten Wert von 10 V/cm. Aullerdem erfolgte das manuelle Umschalten der
Polaritt ca. alle 2 sec.

Die thermischen Fluktuationen des Partikels haben in Relation zur Amplitude der Spriinge
einen signifikanten Wert. Fiir kleinere Zetapotentiale einer beschichteten Kugel lassen sich
die Spriinge von der Brownschen Bewegung kaum mehr unterscheiden. Um das Zetapoten-
tial eines Partikels mit einer sinnvollen Genauigkeit bestimmen zu konnen, miissen deshalb
viele Perioden aufgezeichnet werden. Diese Tatsache limitiert jedoch die Zeitauflosung zur
Messung der Kinetik von Reaktionen. Aulerdem ist eine Analyse der Bildsequenz wéh-
rend der Datenerfassung nicht moglich und die Bestimmung des Zetapotentials aus der
Amplitude mit groBen Fehlern verbunden, was die Diskrepanz mit dem Resultat der kon-
ventionellen Messung verdeutlicht.

Ein kritischer Punkt der Detektion des Partikels mit Videomikroskopie stellt die niedrige

Frequenz bei der Aufzeichnung von Bildern mit der CCD-Kamera dar. Die Dokumentation
der hochfrequenten Fluktuationen der Kugel ist mit dieser Methode nicht moglich.
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Interessante Aspekte der molekularen Bewegung bleiben dadurch verborgen. Es wird in
diesem Zusammenhang auch von einem Tiefpalifilter gesprochen (Allersma, 1998) (Gittes,
1998b). Dariiber hinaus ist die Detektion der lateralen Position des Partikels in der
optischen Pinzette mit Sub-Pixelauflosung nicht ausreichend. Aus den beschriebenen
Griinden war die Realisierung eines Detektionssystems mit einer héheren zeitlichen und
raumlichen Auflosung notwendig.

3.3.2 Quadrantdiode

Im Unterschied zur Videomikroskopie mit digitaler Bildverarbeitung handelt es sich bei
der folgenden Methode um die Detektion der Auslenkung eines Partikels mit Nanometer-
Auflésung, die nicht auf ein bildgebendes Verfahren'’ basiert. Mit Hilfe einer segmen-
tierten Photodiode kann die Position eines Partikels in der optischen Pinzette mit hoher
Prazision und Frequenz aufgezeichnet werden. Der einfachste Fall stellt dabei die Abbil-
dung der am Partikel in Vorwdrtsrichtung gestreuten Laserstrahlung auf eine Quadrant-
diode dar (Pralle, 1999). Die einfallenden Photonen erzeugen in jedem Segment einen
elektrischen Strom, der zur deponierten Strahlungsleistung proportional ist. Abb. 3.12 zeigt
neben dem Strahlverlauf des Lasers im Detektionssystem auch eine schematische Dar-
stellung der Quadrantdiode. Der graue Kreis symbolisiert den vom Laserstrahl beleuch-
teten Bereich auf dem Detektor. Eine Auslenkung des Partikels in der optischen Pinzette
fiihrt zu einer Anderung der Intensititsverteilung des Lasers auf der Quadrantdiode. Die
laterale Position des Laserstrahls relativ zum Zentrum des Detektors ist dabei durch die
Differenz der Photostrome bzw. nach einem Strom-Spannungs-Konverter durch die
entsprechenden Spannungen gegeben. Fiir die x- und y-Richtung gelten die folgenden
Gleichungen:

AU, =(U; +Uy) - (U, + Uy) (GL. 3.16)

AU, =(U, +U,)-(U; +U,)
Hierbei bezeichnen U; (i=1, 2, 3, 4) die Spannungen zu den numerierten Quadranten.
Trifft ein symmetrischer Strahl im Zentrum der segmentierten Photodiode auf, dann sind
die Spannungen U; der einzelnen Segmente identisch und die Differenzen der Signale AUy
sowie AUy aus Gl. 3.16 verschwinden. Aullerdem ermdglicht die Summe aller Spannungen
2 U, eine Detektion der Auslenkung des Partikels in Richtung der optischen Achse. Eine
Normierung der Signale AUy und AUy auf die Summe 2 U, eliminiert den EinfluB von
Schwankungen der Laserleistung. Segmentierte Photodioden kdnnen im visuellen sowie im
Infrarot-Bereich eingesetzt werden (Stout, 1998).

' Im Englischen auch als nonimaging detection bezeichnet.
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Die Integration des Detektorsystems in den bestehenden experimentellen Aufbau ist mit
dem Strahlengang des Lasers in Abb. 3.12 illustriert. Wie bereits in Kap. 3.1.2 beschrie-
ben, bildete der Kondensor den Laserfokus in die Ebene der Feldblende ab, bevor der
Strahl nach einer weiteren Linse wieder parallel zur optischen Achse verlief. Im folgenden
traf der Laser auf den dichroitischen Spiegel (2), der sich durch eine hohe Transmission im
Infrarot-Bereich auszeichnete. Mit Hilfe der positiven Linse L4 erfolgte die Projektion des
Strahls auf die Quadrantdiode. Die Intensitédtsverteilung der auf den Detektor einfallenden
Laserstrahlung konnte mit der orthogonal zur optischen Achse installierten Video-Kamera
simultan zur Messung visualisiert werden. Eine diinne Glasplatte im Strahlengang reflek-
tierte dabei einen kleinen Teil des Laserlichtes in Richtung der Kamera. AuBlerdem war die
Positionierung der Komponenten des Detektorsystems mit Mikrometerschrauben in allen
Raumrichtungen moglich. Damit konnte die Quadrantdiode vor jedem Experiment in der
optischen Achse zentriert und die Video-Kamera in eine konjugierte Ebene zum Detektor
gebracht werden.

Es lassen sich prinzipiell zwei Grenzfille bei der Projektion des Laserstrahls auf die Qua-
drantdiode unterscheiden. Im ersten Fall wird die hintere Fokalebene des Kondensors auf
den Detektor abgebildet, die der Fourierebene des Partikels in der optischen Pinzette
entspricht. Der Vorteil dieser Anordnung besteht darin, dafl eine laterale Translation des
Laserfokus in der Objektebene keinen Einflul auf die Intensitdtsverteilung der gestreuten
Strahlung in der Fourierebene hat. Damit kdnnen die Auslenkungen des Partikels in der
optischen Pinzette unabhingig von der Position des Lasers detektiert werden. Das Inten-
sititsprofil in der hinteren Fokalebene des Kondensors repréasentiert die Winkelverteilung
der in Vorwiértsrichtung gestreuten Laserstrahlung. Die Detektion in der Fourierebene ist
im allgemeinen zu einem Streuexperiment dquivalent (Gittes, 1998a).

Im zweiten Fall handelt es sich um eine reelle optische Abbildung des Laserfokus auf die
Quadrantdiode, was eine Positionierung des Detektors in eine zum Préparat konjugierte
Ebene erfordert. Dieser Modus zeichnet sich durch ein hohes Signal/Rausch-Verhiltnis
aus. Der Durchmesser des Laserfokus auf der Quadrantdiode limitiert aber den MeB3bereich
fiir Auslenkungen des Partikels in der optischen Pinzette. Eine lineare Beziehung zwischen
der Position des Intensitétsprofils und den Spannungssignalen der Segmente nach GI. 3.16
gilt jedoch nur fiir kleine Amplituden des Partikels. Eine Vergroerung des dynamischen
Mefbereiches kann durch die Defokussierung des Lasers auf dem Detektor erreicht werden
(Mehta, 1998).
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Abb. 3.12: Strahlverlauf des Lasers im Mikroskop mit Detektionssystem und schematische Darstel-
lung der Quadrantdiode.

In den Experimenten konnte die Quadrantdiode nicht exakt in die hintere Fokalebene des
Kondensors positioniert werden. Der Detektor hitte in diesem Fall nicht das gesamte
parallele Strahlenbiindel des Lasers nach dem dichroitischen Spiegel (2) erfassen konnen.
Messungen mit dieser Einstellung zeigten ein kleines Signal/Rausch-Verhiltnis. Die
Quadrantdiode wurde aus diesem Grund geringfiigig aus der konjugierten Fourierebene des
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Kondensors verschoben. Dies konnte durch die in den Stahlengang integrierte Linse L4
oder durch eine Verstellung des Kondensors in Richtung der optischen Achse erreicht
werden. Damit war es mdglich, den Durchmesser des Laserstrahls auf die Grofe der
Quadrantdiode zu reduzieren und das Signal/Rausch-Verhiltnis deutlich zu verbessern. Die
Detektion der Auslenkung des Partikels in der optischen Pinzette ist jedoch nicht mehr von
der Position des Laserfokus in der Objektebene unabhédngig. Dies spielte aber keine Rolle,
da wihrend des Experiments die Position der optischen Pinzette nicht verdndert wurde.
Der Detektor, bestehend aus der Quadrantdiode (Hamamatsu, S5981) sowie der
entsprechenden elektronischen Schaltung, wurde von Dr. Offner konzipiert und hergestellt
(EMBL, Heidelberg).

Im Unterschied zu einem abbildenden System, bei dem das Auslesen aller Pixel einer
CCD-Anordnung einen zeitintensiven Prozefl darstellt, konnen die Signale der Quadrant-
diode mit einer Frequenz aufgezeichnet werden, die nur durch die elektronische Bandbreite
des Detektors limitiert ist. Ein weiterer Vorteil besteht darin, da3 eine segmentierte Photo-
diode die laterale Position des Partikels im Nanometer-Bereich detektieren kann, wiahrend
die Videomikroskopie nur eine Auflosung im Sub-Pixel-Bereich ermdoglicht.

3.3.3 Datenaufzeichnung

Jedes Segment der Quadrantdiode stellt eine Stromquelle dar und ist mit dem invertieren-
den Eingang eines gegengekoppelten Operationsverstirkers verbunden, der als Strom-
Spannungs-Konverter fungiert. Im konkreten Fall hatte die elektronische Bandbreite der
Quadrantdiode mit dem Strom-Spannungs-Konverter einen Wert von >70 kHz. Dies
entspricht einer Zeitauflosung des Detektors von mindestens 15 psec. Theoretisch liegen
die elektronischen Bandbreiten von Photodioden im MHz-Bereich. Limitierende Faktoren
fiir die Sensitivitdt des Detektors sind in der Praxis Fluktuationen durch die endliche Zahl
der detektierten Photonen pro Zeitintervall'® oder das elektronische Rauschen im Vorver-
starker (Gittes, 1998b).

Mit der entsprechenden Analog-Elektronik wurde die Addition und Subtraktion der ver-
schiedenen Spannungen U; nach Gl. 3.16 durchgefiihrt und die Signale nach einer weiteren
Verstirkung in den Computer eingelesen. Eine spezielle A/D-Karte'® (National Instru-
ments, Austin, TX, USA) digitalisierte die Signale mit einer Frequenz von 16 kHz. Nach
der Aufnahme einer definierten Zahl von Datenpunkten erfolgte die Spektralanalyse der
Sequenz mit einem FFT?’-Algorithmus und die Darstellung des Spektrums auf einem

'8 Im Englischen als shot noise bezeichnet.
' Es handelte sich um eine Analog-Digital-Karte des Typs: PCI-MIO-16E4.
P EFT (engl.): Fast-Fourier-Transformation.
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Monitor. Das Resultat einer Fourier-Transformation stellt im allgemeinen eine komplexe
Funktion dar. Zur Analyse des Spektrums wurde das Quadrat der Amplitude gebildet und
die berechneten Werte auf dem Computer abgespeichert. Mit der Aufnahme einer weiteren
Sequenz von Datenpunkten konnte das néchste Spektrum berechnet und aufgezeichnet
werden. Die Periodendauer flir einen Zyklus definiert die zeitliche Auflosung bei den
Experimenten zur Reaktionskinetik.

Der FFT-Algorithmus stellt einen zeitintensiven ProzeB3 im Programmablauf dar, der sich
nur dann durch eine hohe Effizienz auszeichnet, wenn die Zahl der Datenpunkte durch eine
ganzzahlige Potenz 2" gegeben ist (Press, 1992). In der Regel wurden in den Experi-
menten 8192 Datenpunkte (= 2'") mit einer Frequenz von 16 kHz in einem Zeitintervall
von ca. 500 msec eingelesen. Die Spektralanalyse mit Fourier-Transformation nahm unge-
fahr die gleiche Zeit in Anspruch. Daraus folgte fiir die Experimente zur Reaktionskinetik
eine Zeitauflésung von ca. 1 sec.

Das groBBe Volumen an aufgezeichneten Daten sowie der Rechenaufwand bei der Fourier-
Transformation erforderten einen leistungsfahigen Computer (PC mit zwei Pentium-II
Prozessoren). Die Algorithmen und Prozeduren zur Aufnahme, Analyse sowie Darstellung
der Daten programmierte V. Kahl (Technische Universitdt Miinchen) mit der Software
LabView (National Instruments, Version 5.0). Zur weiterfiihrenden Auswertung der Daten
wurde das Programm Igor Pro (WaveMetrics, Lake Oswego, OR, USA) eingesetzt.

42



Laserfallen-kontrollierte Mikroelektrophorese

3.4 Datenanalyse
3.4.1 Theoretische Grundlagen

Der aufgezeichnete Satz aus N Datenpunkten kann prinzipiell als zeitabhingige Sequenz
oder mit Hilfe der Spektralanalyse in einer dquivalenten Form als Funktion der Frequenz
dargestellt werden. Im ersten Fall lassen sich singuldre Ereignisse bei der Bewegung des
Partikels besonders deutlich erkennen, wihrend der zweite eine einfache Interpretation der
Daten ermdglicht. So konnen Oszillationen oder thermische Fluktuationen eines Partikels
in der optischen Pinzette durch ihr Spektrum am besten charakterisiert werden. Die
Spektralanalyse erfordert jedoch die Fourier-Transformation des diskreten Satzes von N
Datenpunkten x,. Das Zeitintervall At zwischen zwei aufeinanderfolgenden Punkten ist
durch die Aufnahmefrequenz fg bei der Detektion vorgegeben. Fiir die N unabhingigen
komplexen Fourier-Komponenten X(fy,,) gilt im allgemeinen die Formel:

2ninm

N
X(f)=> x,e N (Gl. 3.17)
n=1

Die diskreten Frequenzen f;, sind durch die Beziehung f,, = m-Af definiert. Dabei liegen
die Werte fiir den Index m im Intervall von —N/2 < m < N/2. Des weiteren bezeichnet die
Variable Af die Breite des Frequenzintervalls und folgt aus der Gleichung Af =1/(N-At).
Sie entspricht also dem reziproken Wert der totalen Aufnahmezeit einer Sequenz aus N
Punkten (Press, 1992).

Da der Datensatz im allgemeinen aus reellen Werten besteht, sind die Komponenten X(fi,)
und X(—f,,) zueinander konjugiert komplexe Zahlen. Die Information iiber die Phasen der
Fourier-Komponenten ist fiir die Analyse der Daten im Rahmen der Experimente zur
absoluten Bestimmung des Zetapotentials nicht relevant. Aus diesem Grund erfolgte die
Bildung des diskreten Leistungsspektrums®' S,(f,,) aus dem Quadrat der Amplitude der
Fourier-Komponenten |X(f,, )]’ fiir die Frequenzen f,, > 0. In diesem Zusammenhang wird
die maximale Frequenz im Leistungsspektrum als Nyquist-Frequenz bezeichnet. Sie ist
durch den halben Wert der Aufzeichnungsfrequenz gegeben: fy,, = 0.5 {5 (Gittes, 1998b).

Aus der Summation iiber die Komponenten des diskreten Leistungsspektrums multipliziert
mit dem Frequenzintervall folgt im allgemeinen die Varianz der Auslenkung des Partikels
Var(x) in der optischen Pinzette:

2 m Englischen als powerspectrum bezeichnet.
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N/2

3 S, (f,) - AF =(x7) = (x)? = Var(x) (Gl. 3.18)

Hierbei sind (x*) die mittlere quadratische Auslenkung und (x) der Erwartungswert fiir
die Position des Partikels im Laserfokus. Gl. 3.18 beschreibt formal eine Integration der
spektralen Dichte S(fi,) tiber das Frequenzintervall [f;,fy,]. Der Term mit dem Index
m = 0 stellt das Quadrat des Erwartungswertes dar: S, (0)-Af =(x)*. AuBerdem gilt fiir
ein Partikel in der optischen Pinzette das Aquipartitionsprinzip: Var(x)=kT/ k. So ist die
Varianz der Fluktuationen eines Teilchens dem Quotienten aus der thermischen Energie
des Systems kT und der Kraftkonstante k direkt proportional.

Die Brownsche Bewegung eines Partikels kann allgemein mit der Langevin-Gleichung
beschrieben werden. Ein Teilchen im harmonischen Potential einer optischen Pinzette ist
durch die Kollisionen mit den Molekiilen des umgebenden Mediums einer stochastischen
Kraft F(t) ausgesetzt. Daraus folgt fiir die Bewegungsgleichung (Wang, 1945) (Reif,
1987):

yc(ll—):+Kx:F(t) (GL. 3.19)

Es bedeuten die Parameter k die Kraftkonstante des harmonischen Potentials und y der
Reibungskoeffizient des Mediums, der im Fall eines sphirischen Teilchens die Form
y=6nnr hat. Die Variable x bezeichnet im folgenden die Auslenkung des Partikels aus
dem Minimum des Potentials. Dariiber hinaus spielt der Tragheitsterm mX in der
Bewegungsgleichung fiir ein hydrodynamisches System mit kleiner Reynoldszahl keine
Rolle. Fiir den zeitlichen Mittelwert der stochastischen Kraft gilt generell (F(t)) =0. Das
entsprechende Leistungsspektrum hat einen konstanten Wert: Sp(f) =4ykT.

Die Fourier-Transformation von Gl. 3.19 und die Bildung des Quadrates der Amplitude der
komplexen Terme ermoglichen die Losung der Langevin-Gleichung fiir ein Partikel im
Laserfokus. Die Dynamik der Brownschen Bewegung ist im Leistungsspektrum durch eine
Lorentz-Funktion charakterisiert:

kT

Hierbei sind k die Boltzmann-Konstante, T die absolute Temperatur und f, die sogenannte
charakteristische Frequenz®%, die durch folgende Gleichung definiert ist:

£ K

C

= (GL. 3.21)
2wy

?2 In der Fachterminologie auch (engl.) corner frequency genannt.
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Die Einfithrung der entsprechenden Parameter erfolgte bereits im Zusammenhang mit der
Langevin-Gleichung. In Abb. 3.13A ist ein typisches Leistungsspektrum der Brownschen
Bewegung eines Partikels in der optischen Pinzette illustriert, das mit dem beschriebenen
experimentellen Aufbau gemessen werden konnte. Bei dem Partikel handelte es sich um
eine lipidmembranbeschichtete Silika-Kugel mit einem Radius von 0.5 pm. Die Membran-
beschichtung der Kugel bestand aus einem neutralen (POPC) sowie zu 2% aus einem
negativ geladenen Lipid.

Es lassen sich im Leistungsspektrum der Brownschen Bewegung zwei Bereiche unter-
scheiden, die durch die charakteristische Frequenz f. vorgegeben sind. Die Lorentzkurve
hat fiir den Bereich f << f; in erster Ndherung einen konstanten Wert. Im diesem Fall stellt
das harmonische Potential eine Barriere fiir die Amplitude der thermischen Fluktuationen
pro Frequenzintervall dar. Fiir den dazu komplementédren Bereich f>> f; zeigt sich eine
Abnahme im Leistungsspektrum mit der Funktion 1/f?, was in log-log-Darstellung einer
Steigung von m = -2 entspricht. Dieses Verhalten ist fiir die freie Diffusion eines Partikels
in einem Medium charakteristisch und folgt fiir den Limes k — 0 direkt aus Gl. 3.20 und
Gl. 3.21 (Svoboda, 1994) (Gittes, 1998b).

3.4.2 Kalibrierung

Die detektierten Spannungssignale der Quadrantdiode in x-Richtung AUy konnen als
Leistungsspektrum Sy(f) dargestellt werden. In diesem Fall ist die Ordinate der spektralen
Dichte in physikalischen Einheiten von [V*/Hz] gegeben. Abb.3.13A zeigt ein un-
kalibriertes Leistungsspektrum der Brownschen Bewegung eines sphérischen Partikels in
der optischen Pinzette. Dabei handelt es sich um eine Mittelung iiber 10 Spektren, die am
gleichen Objekt aufgenommen wurden. Die Spannungssignale des Detektors sind den
Auslenkungen x des Partikels im Laserfokus direkt proportional. Das entsprechende
Amplituden-Leistungsspektrum Sy(f) in Einheiten von [m*/Hz] folgt aus der Gleichung:
Sy(f)=B*S,(f). Der Parameter B wird in diesem Kontext auch als Detektor-Sensitivitit
bezeichnet. Im Rahmen einer Kalibrierung miissen die Kraftkonstante k¥ des harmonischen
Potentials und die Detektor-Sensitivitdt 3 ermittelt werden (Allersma, 1998).

Die Bestimmung von [ erfolgt liber die Spektralanalyse der Brownschen Bewegung eines
sphérischen Partikels in der optischen Pinzette (Abb. 3.13A). Dieses Prinzip stellt im
Unterschied zur Kalibrierung mit piezoelektrischen Positionierungselementen eine in-
direkte aber unkomplizierte Methode dar. Der Parameter 3 kann aus einem unkalibrierten
Leistungsspektrum der Quadrantdiode durch die Multiplikation mit dem Faktor f*
(Quadrat der Frequenz) gewonnen werden, ohne die Kraftkonstante k des Potentials zu
kennen. Das resultierende Spektrum aus dem Produkt > S, (f) erreicht fiir die Frequenzen
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f>> f, ein Plateau mit einem Wert PV . Die Detektor-Sensitivitit B ist durch die folgende
Formel gegeben (Allersma, 1998):

_PVr’y
kT

B (Gl 3.22)
Es bedeuten y der Reibungskoeffizient, k die Boltzmann-Konstante und T die absolute
Temperatur. Der groe Vorteil dieser Methode besteht darin, dal die Detektor-Sensitivitét

von der charakteristischen Frequenz f. des Leistungsspektrums unabhingig ist. Dariiber
hinaus ist zur Bestimmung von 3 nur der hochfrequente Bereich des Spektrums relevant.

Die charakteristische Frequenz f. folgte aus der numerischen Anpassung einer Lorentz-
Funktion mit der kleinsten quadratischen Abweichung an das unkalibrierte Leistungs-
spektrum in Abb. 3.13A. Sie hatte fiir das in (A) dargestellte Spektrum einen Wert von ca.
360 Hz. Im folgenden konnte die Kraftkonstante k mit GIl. 3.21 unter der Annahme der
Stokes-Beziehung fiir den Reibungskoeffizienten berechnet werden (Florin, 1998) (Gittes,
1998b).

Nach der Kalibrierung konnte das Zetapotential des geladenen Partikels in der optischen
Pinzette bestimmt werden. Dazu war es notwendig, ein alternierendes elektrisches Feld
definierter Frequenz in x-Richtung anzulegen und die Amplitude der erzwungenen
Schwingung des Partikels zu messen. Abb. 3.13B zeigt das kalibrierte Leistungsspektrum
einer lipidmembranbeschichteten Silika-Kugel, die mit der Frequenz des elektrischen
Feldes f.x: von 160 Hz oszillierte. Die Spannung an den Elektroden mit einer Distanz von
4.8 cm hatte eine Amplitude von 100 V. Dartiiber hinaus stellen die Graphen in (A) und (B)
eine Mittelung iiber 10 Leistungsspektren des gleichen Partikels dar. Dabei ist jedes
Spektrum durch die Fourier-Transformation einer Sequenz aus 2'° Datenpunkten gegeben.
Das signifikante Maximum in Graph (B) korrespondiert zur erzwungenen Schwingung des
Partikels mit der Frequenz fe des duBleren elektrischen Feldes und ist zum Quadrat der
Amplitude der Oszillation direkt proportional.
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Abb. 3.13: Kalibrierung der optischen Pinzette. In (A) ist ein unkalibriertes Leistungsspektrum Sy(f)
der Brownschen Bewegung einer negativ geladenen membranbeschichteten Silika-Kugel in der
optischen Pinzette dargestellt. Eine Spektralanalyse ermoglicht die Bestimmung der Detektor-
Sensitivitdt B und der Kraftkonstante k des harmonischen Potentials. Graph (B) zeigt das kalibrierte
Leistungsspektrum der geladenen Silika-Kugel, die erzwungene Schwingungen in einem &ufleren
elektrischen Wechselfeld mit der Frequenz f., = 160 Hz ausfiihrt. Das Maximum der Kurve ist zum
Quadrat der Amplitude der Oszillation proportional. Aus der Amplitude kann die elektrophoretische
Kraft und das Zetapotential bestimmt werden. Es wurde eine Mittelung iiber 10 Leistungsspektren
vorgenommen.
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Die Bewegungsgleichung eines geladenen Partikels im Laserfokus hat unter dem Einfluf3
einer dufleren periodischen Kraft eine dquivalente Form zu Gl. 3.19. Der Term F(t) be-
zeichnet in diesem Fall die Summe aus der elektrophoretischen Kraft auf das Teilchen im
elektrischen Feld und der stochastischen Kraft durch die Kollisionen mit den Molekiilen
des umgebenden Mediums (Svoboda, 1994). Fiir die elektrophoretische Kraft F,; auf das
geladene Teilchen in der optischen Pinzette gilt die folgende Gleichung:

F, =k xyy 1+ /2 (Gl 3.23)

Es bedeuten die Parameter k die Kraftkonstante des harmonischen Potentials der optischen
Pinzette, x¢ die Amplitude der Oszillation durch das alternierende elektrische Feld und f.
die charakteristische Frequenz. Im allgemeinen spielen Triagheitseffekte fiir die Dynamik
eines Partikels in der optischen Pinzette keine Rolle (Berg, 1993). Aus diesem Grund stellt
das schwingungsfahige System mit kleiner Reynoldszahl unter den experimentellen
Bedingungen einen iiberddmpften harmonischen Oszillator dar. Fiir kleine Frequenzen des
alternierenden elektrischen Feldes fo <<f. kann die erzwungene Schwingung des
Partikels als quasistationdrer Prozel3 beschrieben werden. Unter dieser Voraussetzung ist es
moglich, den Reibungsterm yx in GI. 3.19 zu vernachléssigen, da die Geschwindigkeit
des Partikels in der optischen Pinzette nur kleine Werte annehmen kann. Folglich ist im
quasistationdren Fall der frequenzabhingige Dampfungsfaktor” identisch Eins. In den
Experimenten hatte der entsprechende Faktor einen davon minimal unterschiedlichen Wert
von 1.09. Die erzwungene Schwingung mit einer Frequenz von 160 Hz kann in erster
Naiherung als ein quasistationdrer ProzeB interpretiert werden (Abb. 3.13B) (O'Brien,
1978).

Nach der Bestimmung der elektrophoretischen Kraft erfolgte mit Gl. 3.9 die Berechnung
des Zetapotentials fiir das geladene Partikel in der optischen Pinzette. Fiir eine negativ
geladene lipidmembranbeschichtete Silika-Kugel mit einem Radius von r = 0.5 um konnte
ein Zetapotential von —55 mV ermittelt werden. Das dazu gemessene Leistungsspektrum
ist in Abb. 3.13B dargestellt. Die Lipidmembranbeschichtung der Silika-Kugel bestand aus
einem neutralen (POPC) sowie zu 2% aus einem negativ geladenen Lipid. AuBerdem
wurden die Messungen des Zetapotentials weitgehend in einem Puffer aus 10 mM HEPES,
300 uM EGTA, 200 uM CaCl, bei pH = 7 durchgefiihrt.

3.4.3 Test der Methode

Zur Kontrolle der beschriebenen Methode erfolgte die Bestimmung des Zetapotentials
eines geladenen Partikels mit einer konventionellen Technik (Bangham, 1958). Dazu

» Bezeichnung fiir den frequenzabhingigen Term mit der Wurzel-Funktion in GI. 3.23.
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wurde die Driftgeschwindigkeit des Teilchens in einem konstanten elektrischen Feld
gemessen und das Zetapotential mit der Helmholtz-Smoluchowski-Gleichung berechnet.
Die Trajektorie des Partikels konnte mit einer CCD-Kamera aufgezeichnet werden. Im
folgenden ermdglichte die Analyse der Bildsequenz eine Bestimmung der Driftgeschwin-
digkeit aus der zurlickgelegten Distanz pro Zeitintervall. Das Zetapotential wurde vor und
nach einem Experiment zur Kinetik einer Enzymreaktion am identischen Partikel mit der
klassischen Methode gemessen. Es zeigte sich dabei in allen Fillen eine gute Uberein-

stimmung der Resultate.

Ein weiteres wichtiges Kontrollexperiment besteht darin, die aus der Kombination von
GlL. 3.9 und Gl. 3.23 folgende direkte Proportionalitit zwischen der Amplitude der
Oszillation und dem elektrischen Feld zu verifizieren. In Abb. 3.14 sind die Ergebnisse der
Experimente fiir eine lipidmembranbeschichtete Silika-Kugel mit einem Zetapotential von
—55 mV dargestellt. Dabei ist auf der Abszisse die zum elektrischen Feld korrespon-
dierende Spannung an den Elektroden aufgetragen. Es existiert also ein den theoretischen
Vorstellungen entsprechender linearer Zusammenhang zwischen den beiden Variablen. Im
allgemeinen kann die Kraftkonstante k¥ der optischen Pinzette fiir Amplituden bis 150 nm
als ein konstanter Parameter angenommen werden (Svoboda, 1994). Der typische
Korrelationskoeffizient der Kurve hatte einen Wert von >0.99 und entspricht einer Ge-

nauigkeit von ca. 1%.
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Abb. 3.14: Amplitude der Oszillation einer lipidmembranbeschichteten Silika-Kugel als Funktion der
duleren Spannung. Es existiert eine direkte Proportionalitit zwischen den beiden Variablen mit einem
Korrelationskoeffizienten von >0.99. Die Werte fiir die Amplituden stellen eine Mittelung iiber 15
Leistungsspektren dar. Aulerdem korrespondiert die GroBe der Symbole fiir die Datenpunkte ([J) mit
den berechneten Standardabweichungen der Amplituden.
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Im folgenden stellt sich die Frage, ob die kontinuierliche Stromung im Seitenkanal einen
Einfluf} auf das Signal im Leistungsspektrum hat. Dazu wurde Fliissigkeit iiber den Seiten-
kanal eingestromt und das gemessene Signal fiir eine lipidmembranbeschichtete Silika-
Kugel mit definierter Oberfldchenladung als Funktion der Zeit aufgenommen (Abb. 3.15).
Der Puffer im Haupt- und Seitenkanal war in diesem Fall identisch und bestand aus 10 mM
HEPES, 300 uM EGTA, 200 uM CaCl, bei pH = 7. Das Einstrémen von Puffer erfolgte
zum Zeitpunkt t = 0 und hatte keinen Effekt auf die Messung des Zetapotentials. Dies ist
darauf zuriickzufiihren, da3 der hydrodynamische Flu3 im Seitenkanal eine konstante Kraft
auf das Partikel orthogonal zur Richtung der Oszillation ausiibt. Die Bewegungsgleichung
fiir die erzwungene Schwingung im elektrischen Feld &ndert ihre Form dadurch nicht. Es
treten jedoch Instabilititen auf, wenn die FluBgeschwindigkeit {iberhalb eines kritischen
Wertes liegt. In diesem Fall kann das Partikel aus der optischen Pinzette katapultiert
werden.
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Abb. 3.15: EinfluBl der Stromung im Seitenkanal auf das Zetapotential einer membranbeschichteten
Kugel mit definierter Oberfldchenladung. Der Puffer im Haupt- und Seitenkanal war identisch und
bestand aus 10 mM HEPES, 300 uM EGTA, 200 uM CaCl, bei pH = 7. Das Einstromen von Puffer
erfolgte liber den Seitenkanal zum Zeitpunkt t = 0 und hat keinen Effekt auf das Zetapotential.

Des weiteren konnte die charakteristische Frequenz f; simultan zum Experiment als eine
Funktion der Zeit aufgezeichnet werden. Sie hatte fiir die verwendeten Einstellungen in
erster Ndaherung einen konstanten Wert von ca. 360 Hz. Daraus folgt nach Gl. 3.21 auch
eine definierte Kraftkonstante und damit die Stabilitdt des harmonischen Potentials der
optischen Pinzette mit der Zeit. Die Abweichungen von ca. 4% sind vermutlich auf
Schwankungen in der Laserleistung zuriickzufiihren, da sie in der gleichen GrofBen-
ordnung liegen. Dies haben Aufnahmen des Summensignals X U, der Quadrantdiode
ergeben, das der emittierten Strahlungsleistung des Lasers proportional ist.

AulBlerdem konnte demonstriert werden, dal3 im Fall einer idealen Beschichtung der

Elektrophoresekammer mit einer neutralen Lipidmembran aus POPC die Messung des
Zetapotentials von der Distanz zur Glasoberfliche des Kanals unabhingig war. Diese
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Beobachtung ist mit den in Kap. 3.2.1 beschriebenen theoretischen Vorstellungen
konsistent. Im Unterschied dazu hatte bei einer unbeschichteten Elektrophoresekammer
die Distanz zum Deckglas einen gro3en Einflul auf den Wert des Zetapotentials, da sich
in einem geschlossenen hydrodynamischen System auf Grund der Elektroosmose ein
definiertes Stromungsprofil ausbildet.

3.4.4 Sensitivitit der Methode

Die Nachweisgrenze der Methode wird erreicht, wenn die Oszillation der geladenen Kugel
im duBleren elektrischen Feld von der Brownschen Bewegung des Teilchens in der op-
tischen Pinzette nicht mehr unterschieden werden kann. Der Wert des Leistungsspektrums
fiir die Frequenz des elektrischen Feldes S,(f,,) ist also im Rahmen der statistischen
Schwankungen mit dem des Plateaus identisch (Abb. 3.13). Im allgemeinen gilt fiir die
mittlere quadratische Abweichung der thermischen Fluktuationen pro Frequenzintervall Af
die Formel:

()i, =S, (F =1£,) - Af (GL. 3.24)

Dabei stellt der Parameter f, eine definierte Frequenz im diskreten Spektrum dar. Die
kleinste noch zu detekierende Amplitude x.; der Oszillation des Partikels im elektrischen
Feld der Frequenz f.y ist durch die folgende Beziehung gegeben: x, =[S, (f =f,,) Af]"%.
Nach dem Einsetzen dieses Zusammenhangs in Gl. 3.23 folgt unter Verwendung von
Gl. 3.20 und GI. 3.21 die kleinste meBbare elektrophoretische Kraft F'" :

Frin = [4K Ty Af (Gl. 3.25)

Es bedeuten Af das Frequenzintervall, y der Reibungskoeffizient, k die Boltzmann-Kon-
stante und T die absolute Temperatur. Dieser algebraische Ausdruck kann fiir die elektro-
phoretische Kraft F in Gl. 3.9 eingesetzt werden. Daraus folgt mit der Formel y=6nnr
der kleinste noch zu detektierende Wert fiir das Zetapotential Cpin:

G = |2KTnAT (Gl. 3.26)
€€ E 3nr

Hierbei bezeichnen E die Amplitude des elektrischen Feldes, r den Radius der Kugel, n die

Viskositit des Mediums, ¢, die relative Permeabilitit und g, die Influenzkonstante. Mit den
numerischen Werten fiir E ~ 20 V/em, r=0.5 um, Af~2 Hzund =~ 107 kg m 's™' ergibt
sich fiir die Experimente ein minimales Zetapotential Cpin von ca. 1 mV.

Es bestehen mehrere Mdoglichkeiten, die Sensitivitdt der Methode weiter zu verbessern. Die
Erhohung des elektrischen Feldes stellt auf Grund der indirekten Proportionalitit in
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Gl. 3.26 die effektivste Option dar. Dies kann durch eine hdhere Spannung und/oder einen
kleineren Abstand zwischen den Elektroden erreicht werden. Des weiteren ist es mdglich,
das Frequenzintervall Af des diskreten Leistungsspektrums zu reduzieren. Dazu miissen bei
einer konstanten Aufzeichnungsfrequenz mehr Datenpunkte pro Sequenz aufgenommen
werden, was mit einer langeren Mefzeit ti, verbunden ist. Wie bereits im Zusammenhang
mit GI. 3.17 beschrieben, ist die Breite des Frequenzintervalls im allgemeinen iiber die
Formel Af =1/t,,, gegeben. Dariiber hinaus hitte auch eine VergroBerung des Radius der
Kugel einen positiven Effekt auf das kleinste noch zu detektierende Zetapotential Cpin. Auf
die verschiedenen Punkte wird in der Diskussion zur Enzymaktivitit von Phospholipase C
Kap. 3.5 noch detaillierter eingegangen.
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4 Enzymaktivitit von Phospholipase C

4.1 Einfithrung

Phospholipasen C spielen eine zentrale Rolle in vielen Prozessen der Signaliibertragung
der Zelle und generieren zwei duBerst wichtige intrazellulire Mediatoren® durch die
Hydrolyse von Phosphatidylinositol 4,5-bisphosphat (PIP;). Es handelt sich dabei um die
Mediatoren Inositol 1,4,5-trisphosphat und Diacylglycerol, die auch mit IP; bzw. DAG
abgekiirzt werden. Prinzipiell lassen sich drei Klassen von Phospholipasen C unter-
scheiden, die mit den Symbolen B, y und & bezeichnet werden. Die Regulation der
Phospholipasen C erfolgt iiber zwei unterschiedliche Prozesse (Abb. 4.1). Im ersten Fall
kommt es zu einer Aktivierung des Enzyms iiber einen G-Protein-assoziierten Rezeptor
und im zweiten iiber einen katalytischen Rezeptor (Berridge, 1993).

Beim ersten ProzeB induziert die Bindung eines extrazelluliren Liganden eine Anderung
der Konformation des G-Protein-assoziierten Rezeptors auf der zytoplasmatischen Seite,
was die Bindungsstelle fiir das G-Protein aktiviert. G-Proteine stellen trimere Strukturen
dar, die aus drei verschiedenen Polypeptidketten o,  und y bestehen. Die a-Untereinheit
bindet GDP*® im inaktiven bzw. GTP* im aktiven Zustand,  und y bilden einen Komplex,
der das G-Protein auf der Innenseite der Plasmamembran verankert. Die Diffusion des G-
Proteins in der Plasmamembran ermdglicht die Assoziation mit dem Ligand-Rezeptor-
Komplex. Daraus resultiert die Dissoziation von GDP und die anschlieende Bindung von
GTP. In der Folge spaltet sich die a-Untereinheit vom Py-Komplex ab und aktiviert ihre
Bindungsstelle fiir PLC-B. Inaktive Enzyme aus dem Zytosol diffundieren zur Plasma-
membran und koppeln an die katalytische Doméne der a-Untereinheit an. Im aktivierten
Zustand bewegen sich die Enzyme an der Plasmamembran entlang. Die Hydrolyse von
GTP durch die a-Untereinheit stellt die urspriingliche Konformation des G-Proteins wieder
her und beendet die Aktivierung von PLC-B. Solange die extrazelluldren Liganden an den
Rezeptoren gebunden sind, kann das G-Protein wieder stimuliert werden. Das aktivierte
PLC-B hydrolysiert das in die Plasmamembran integrierte PIP, und produziert IP; und
DAG (Alberts, 1994) (Rhee, 2000).

Dabei ist IP3 ein kleines hydrophiles Molekiil, das von der Plasmamembran ins Zytosol
diffundiert. Es induziert das Offnen von Ca®"-Ionenkanilen in der Membran des Endo-
plasmatischen Reticulums, das ein Ca’"-Reservoir in der Zelle darstellt, und erhoht somit
die Konzentration im Zytosol. In ihrer Struktur zeigen die IP3; abhingigen lonenkanile eine

* Im Englischen auch als second messenger bezeichnet.
> GDP: Guanosin 5’-diphosphat.
2% GTP: Guanosin 5’-triphosphat.
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grofe Ahnlichkeit zu Ryanodin-Rezeptoren, die bei Muskelzellen fiir die Kontraktion ver-
antwortlich sind. Da Ca®"-Tonen durch den Metabolismus nicht synthetisiert werden
koénnen, miissen sie in intrazelluldren Reservoire gespeichert oder durch lonenkanile in der
Plasmamembran von auflen in die Zelle transportiert werden. Aus diesem Grund ist die
Regulation der Ca®’-lIonen-Konzentration fiir die Zelle von entscheidender Bedeutung
(Clapham, 1995) (Berridge, 1999). So konnen die freigesetzten Ca*-Ionen ihre eigenen
Ionenkanéle stimulieren und ermdglichen die Amplifizierung des Signals (positive Riick-
kopplung). Dephosphorylierung von IP; durch spezielle Phosphatasen und der Transfer
von Kalzium durch Ionenpumpen aus dem Zytosol sind Prozesse, die das Ca**-Niveau
wieder reduzieren und den Gleichgewichtszustand einstellen. Dariiber hinaus kann durch
die Phosphorylierung von IP; zu einem geringen Teil ein weiterer intrazelluldrer Mediator,
IP,”’, erzeugt werden, der in einem KonkurrenzprozeB das Auffiillen der Ca*"-Reservoire
initiiert.

G-Protein-assoziierter Rezeptor Tyrosin-Kinase-assoziierte Rezeptoren

O Liganden PDGF F Antlgen

w EG

i T I
) i %%%g%g%%g%%%%%%% L J
G-Protein l Py . PI 3K fele Ty

PLC-B / \ PLC-y
Intrazellulédre
. P, — > [P PIP
Mediatoren l l 3 L4 3
PKC IP,R IP,R
f——
Ca2+

Zelluldre Aktivitdt und Mitogenese

Abb. 4.1: Zusammenfassung der Prozesse, die durch eine Aktivierung der Phospholipasen C die
Bildung der wichtigen intrazelluliren Mediatoren DAG, IP; und IP, initiieren. Die Regulation von
PLC-B bzw. PLC-y erfolgt dabei iiber zwei unterschiedliche Klassen von Rezeptoren. Im ersten Fall
kommt es zu einer Aktivierung des Enzyms iiber einen G-Protein-assoziierten Rezeptor und im
zweiten iiber eine Rezeptor-Tyrosin-Kinase. PLC hydrolysiert im aktiven Zustand das in die Membran
integrierte PIP, und generiert IP; und DAG. Das Molekiil IP; induziert das Offnen der Ca*'-
Ionenkanile im ER (IP;R) und DAG stimuliert Protein Kinasen C. Die Phosphorylierung von IP; zu
IP, hat den umgekehrten Effekt und reduziert die Ca’*-Konzentration im Zytosol mit den Rezeptoren
IP,R. Bei PIP; handelt es sich um einen Mediator, der aus der Phosphorylierung von PIP, mit PI-3K
entsteht und fiir die Zellteilung wichtig ist (Berridge, 1993).

27 1P,: Inositol 1,3,4,5-tetrakisphosphat.
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Im Gegensatz zu IP; bleibt DAG nach der Hydrolyse von PIP, in der Plasmamembran
integriert und tibernimmt zwei wichtige Funktionen. Im ersten Fall kann dem Molekiil mit
Hilfe einer Phospholipase A, die Fettsdurekette Arachidonséure entfernt werden, die als
eigener Botenstoff fungiert oder zu Eicosanoiden synthetisiert werden kann. Die be-
deutendere Rolle spielt DAG jedoch bei der Aktivierung von speziellen Serin/Threonin
Protein Kinasen. Sie werden im allgemeinen als PKC bezeichnet, wobei der Buchstabe C
auf ihre Ca®"-Abhingigkeit hindeutet. Das Ansteigen der Ca*"-Konzentration im Zytosol
auf Grund von IP; fiihrt zur Bindung von PKC an die Plasmamembran, wo durch den
EinfluB von DAG und Phosphatidylserine eine Aktivierung des Enzyms erfolgt (Alberts,
1994).

Alternativ zu der oben beschriebenen Signaliibertragung durch G-Protein-assoziierte Re-
zeptoren, existieren noch die katalytischen Rezeptoren, die sich durch eine intrinsische
Enzymaktivitit ihrer zytoplasmatischen Domidnen auszeichnen oder direkt mit Enzymen
assoziieren. Im Zusammenhang mit der Aktivierung von PLC-y sind Rezeptor-Tyrosin-
Kinasen relevant, die durch die Wachstumsfaktoren PDGF? oder EGF? stimuliert werden.
Eine Bindung von extrazelluldren Signalmolekiilen induziert dabei die Dimerisierung der
Rezeptoren, die durch ihre intrazelluldre Tyrosin-Kinase-Aktivitdt fiir die Phosphory-
lierung der Tyrosin-Seitenketten des anderen Rezeptors mit ATP verantwortlich sind. Der
Transfer von Phosphatgruppen innerhalb des Dimers wird als Autophosphorylierung
bezeichnet. PLC-y diffundiert aus dem Zytosol zur Plasmamembran und bindet iiber seine
SH2 Doméne (Src Homologie Region 2) an die phosphorylierten Tyrosine des Rezeptors.
Die Assoziation mit dem Rezeptor fiihrt zur Aktivierung des Enzyms durch Phosphory-
lierung und bringt es in Kontakt mit der Plasmamembran, wo es PIP, hydrolysiert. Die
folgende Kaskade der intrazelluldren Mediatoren ist mit der schon beschriebenen identisch.

Eine Aktivierung von PLC-y ist auch iiber Rezeptoren moglich, die auf ihrer zytoplas-
matischen Seite keine Tyrosin-Kinase aufweisen. Sie kompensieren diese Defizienz durch
Assoziation mit Protein-Tyrosin-Kinasen aus der Src-Familie. So stimulieren die fiir das
Immunsystem wichtigen Antigen-Rezeptoren in T-Zellen (TCR) oder IgM-Rezeptoren in
B-Lymphozyten mit den Protein-Tyrosin-Kinasen der Src-Familie Ick, Fyn, etc. die
enzymatische Funktion von PLC-y in der Zelle. Dariiber hinaus kénnen Rezeptor-Tyrosin-
Kinasen das Enzym PI-3Kinase™ aktivieren, das durch Phosphorylierung von PIP, den
intrazelluldren Mediator PIP; generiert, dem verschiedene Aufgaben bei der Regulation der
Zellteilung zugeschrieben werden (Rameh, 1999) (Stephens, 2000) (Newton, 2000).

Die Aktivierung von PLC ist generell in allen Stadien der zelluldren Entwicklung relevant.
So spielt sie wihrend der Gametogenese, Fertilisation, Teilung und Differenzierung von

2 PDGF (engl.): Platelet Derived Growth Factor.
¥ EGF (engl.): Epidermal Growth Factor.
30 PI-3K: Phosphatidylinositol 3‘-Kinase
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Zellen eine entscheidende Rolle in der Signaliibertragung. Dabei zeichnet sich die Stimu-
lierung der intrazelluldren Mediatoren IP; und DAG durch ihre molekulare Heterogenitét
aus, die es differenzierenden Zellen ermdglicht, sich auf spezielle Mechanismen der
Signaliibertragung zu spezialisieren. In allen Féllen erfolgt eine Regulation der Aktivitat
der Zelle durch die Ca*"-Ionen und die Protein-Tyrosin-Kinasen.
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4.2 Material
4.2.1 Phospholipase C-0

In jeder Klasse der Phospholipasen C konnen wieder mehrere Gruppen unterschieden
werden, die durch eine Numerierung charakterisiert werden. Phospholipasen C der
verschiedenen Kategorien werden auch als Isoformen bezeichnet und differieren in ihrer
Sequenz auf verschiedenen Doménen. Die §-Isoformen haben eine GroBe von 95x55x50 A
und sind mit einem relativen Molekulargewicht von M, = 85 k deutlich kleiner als die
beiden anderen Isoformen mit M, = 150 k. Mit der Methode der Rontgen-Struktur-Analyse
konnte die 3-dimensionale Struktur von PLC-§ bestimmt werden. Fiir die Aktivierung von
allen Phospholipasen C sind Ca**-Ionen erforderlich, was durch das Symbol C zum
Ausdruck gebracht wird. Im Gegensatz zu den B- und y-Isoformen, die durch die oben
beschriebenen Mechanismen aktiviert werden, ist die enzymatische Funktion von PLC-5
nur von der Ca*’-Konzentration abhingig. Dariiber hinaus haben die §-Isoformen die
einfachste Struktur und bestehen nur aus Doménen, die auch in den beiden anderen
Klassen vorkommen (Abb. 4.2). Die groe Verbreitung in verschiedenen Organismen und
ihre einfache Struktur deuten darauf hin, daB8 sie sich in Eukaryonten wihrend der
Evolution als erstes entwickelt haben (Essen, 1996).

Prinzipiell bestehen sie aus vier Doménen, die vom N- zum C-terminalen Ende als PH, EF-
Hand, TIM-Barrel und C2 bezeichnet werden. Die PH-Doméne stellt eine Pleckstrin-
Homologie dar und ist fiir die Verankerung von PLC mit der Plasmamembran verant-
wortlich. Der Terminus ist auf die Ahnlichkeit ihrer Struktur mit dem Protein Pleckstrin
zuriickzufithren. PH-Doménen haben eine Bindungsstelle flir Inositol-Phospholipide und
diverse Proteine (Ferguson, 1996) (Yagisawa, 1998). Die Enzyme binden mit ihren PH-
Domaénen an die Plasmamembran und ermdglichen so die Hydrolyse von PIP, durch ihre
katalytische Region (Lemmon, 1995). Das entstehende IP; inhibiert im Gegenzug die
Aktivitdit von PLC, da es die Bindungsstelle der PH-Doméne mit der Plasmamembran
blockiert (Hurley, 1997). Bei der EF-Hand-Domine handelt es sich um vier aufeinander
folgende Einheiten mit jeweils zwei Ca*"-Bindungsstellen. Die orthogonal zueinander
angeordneten Helizes E und F des Proteins bestimmen dabei die Konformation, wobei die
Ca”*-Bindungsstelle in der Schlaufe zwischen den Helizes lokalisiert ist und durch sieben
Sauerstoffatome mit einer definierten rdumlichen Struktur gebildet wird (Stryer, 1995)
(Yamamoto, 1999). Das TIM-Barrel stellt die katalytische Doméne von PLC dar und
hydrolysiert PIP, an der Phosphodiester-Bindung. Dazu ist die Adhéision des TIM-Barrels
an die Plasmamembran erforderlich, die durch eine hydrophobe Region um die
katalytische Doméne ermdglicht wird. Im Unterschied zu den anderen Isoformen sind bei
PLC-y drei SH-Doménen in das TIM-Barrel integriert, die zur Aktivierung des Enzyms mit
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stimulierten Rezeptor-Tyrosin-Kinasen assoziieren. Die C2-Domine gehort zur Familie
der Immunoglobuline und zeichnet sich durch mehrere Bindungsstellen fiir Ca**-Ionen aus.
Vermutlich bindet sie iiber Ca**-Ionen an die Phospholipide der Plasmamembran und
stabilisiert die Orientierung der katalytischen Doméne im TIM-Barrel (Lomasney, 1999).
Im Fall der B-Isoformen folgt der C2-Doméne noch eine Sequenz, die als B-Regulator
bezeichnet wird. Sie ist fiir die spezifische Bindung an die a-Untereinheit eines G-Proteins
bei der Aktivierung des Enyms verantwortlich (Essen, 1997). In Abb. 4.2 ist auch das
Konstrukt PLC-Kern dargestellt, dem im Vergleich zur 5-Isoform die PH-Doméne fehlt.
Experimente mit diesem Konstrukt haben gezeigt, dal die PH-Domine keinen Einfluf3 auf
die katalytische Aktivitdt von PLC-6 hat. Die Hydrolyse von Phosphoinositiden ist jedoch
deutlich eingeschriankt, da die Bindung des Enzyms an die Plasmamembran nicht mehr
moglich ist.

PH  EF-Hand TIM Barrel C2 B Regulator

PLC-p T T T s
SH2 SH2 SH3

PLC.y T T TN T T

PLC-5 I T T T

PLC-Kern S EmEmE = =

Abb. 4.2: Funktionelle Einheiten der Phospholipasen C. Die PH-Doméne am N-terminalen Ende ist
fiir die Bindung an die Plasmamembran verantwortlich; EF-Hand und C2-Doméne haben mehrere
Ca”"-Bindungsstellen; das TIM-Barrel stellt die katalytische Region des Enzyms dar; SH-Doménen
und PB-Regulator sind fiir die Aktivierung der entsprechenden Isoformen wichtig. Bei PLC-Kern
handelt es sich um ein Konstrukt, das keine PH-Doméne am N-terminalen Ende hat.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden alle Experimente zur Enzymkinetik mit PLC-6 durch-
gefiihrt, was mit zwei entscheidenden Vorteilen verbunden war. So ist die Aktivitdt des
Enzyms nur von der Ca’"-Konzentration abhingig. Dieser Parameter kann im Experiment
durch die Verwendung eines Ca*"-Puffers (300 uM EGTA) genau kontrolliert werden.
Eine Aktivierung der anderen Isoformen wiirde entsprechende G-Proteine, Tyrosin-
Kinasen sowie Cofaktoren erfordern. Die Experimente wiren in biochemischer Hinsicht
und in ihrer Durchfithrung wesentlich komplizierter. AuBlerdem wurde PLC-6 auf Grund
seines vergleichsweise einfachen Aufbaus am intensivsten untersucht. Deshalb existieren
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detaillierte Informationen zur Struktur und zum molekularen Mechanismus der Hydrolyse
von Phosphoinositiden®' (Hondal, 1998).

Das fiir die Experimente notwendige PLC-8 wurde von M. Rebecchi (Stony Brook, NY,
USA) hergestellt. Dabei erfolgte die Expression von humanen PLC-6 im E. coli Stamm
BL-21(DE3) unter Verwendung des Vektors pET3a nach dem Protokoll von Tall. Die
Aktivitdt des Enzyms wurde wihrend der Reinigungsprozedur mit einem Detergent/PIP»-
Mizellen-Assay bestimmt (Cifuentes, 1993) und die Konzentration aus dem Wert des
molaren Extinktionskoeffizienten von &, = 116262 M'em™ bei 280 nm berechnet (Tall,
1997). Das Enzym wurde in einer Stammlosung der Konzentration von 0.25 pg/ul unter
den Pufferbedingungen von 12.5 mM NaCl, 1 mM MES, 2 mM DTT, pH =6 und 40%
Glycerin bei —20 °C aufbewahrt. Da in der Stammldsung starke Konzentrationsgradienten
existieren, muf} vor einer Entnahme mit einem Teflonstab umgeriihrt werden, um die
Reproduzierbarkeit der Experimente zu gewdhrleisten. AuBerdem muf3 die Stammldsung
wihrend des Experiments mit Eis gekiihlt werden, damit keine Inaktivierung des Enzyms
eintritt. Die Zugabe des Antioxidationsmittels 1,4-Dithio-DL-threit (DTT) zur Stamm-
l6sung stabilisiert die Monothiol-Gruppen in Enzymen und verhindert die Bildung von
Disulfidbriicken, die zu einer Inaktivierung des Enzyms fiihren.

4.2.2 Phosphatidylinositol 4,5-bisphosphat

Inositol Phospholipide®” sind hauptsichlich auf der zytoplasmatischen Seite der Plasma-
membran lokalisiert und werden durch die Phosphorylierung von Phosphatidylinositol (PI)
gebildet. Fiir den Transfer von Phosphatgruppen auf den Inositolring sind entsprechende
Kinasen und ATP erforderlich. Im ersten Schritt entsteht Phosphatidylinositol 4-phosphat
(PIP) und im zweiten Phosphatidylinositol 4,5-bisphosphat (PIP;). Von allen Phospho-
inositiden hat PIP, die groBte Bedeutung in der Signaliibertragung, obwohl es im Vergleich
zu den anderen nur 10% der Gesamtmenge reprisentiert. Im Verhéltnis zu allen Phospho-
lipiden der Plasmamembran stellt es nur 1% an der Gesamtmenge dar (Alberts, 1994).

PIP; besteht aus einer hydrophilen Kopfgruppe, die zu den polarsten in der Natur zahlt und
drei negative Ladungen tragt. Der hydrophobe Bereich wird aus den beiden Kohlenwasser-
stoffketten Stearin- und Arachidinséure gebildet. In Abb. 4.3 ist die chemische Struktur-
formel von PIP, wiedergegeben. Neben den in der Einleitung beschriebenen Punkten spielt
es vermutlich auch bei der Ca**-induzierten Exozytose in Zellen eine Rolle (Martin, 1998)
und kann {iber spezielle Proteine auch an Aktin-Filamente binden.

3! Phosphoinositide sind Lipide mit phosphorylierten Inositol Derivaten.
32 Sie werden auch als Phosphoinositide bezeichnet.
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PIP, (Bohringer, Mannheim) wird im allgemeinen aus einem Extrakt des Gehirns von
Rindern isoliert und ist als Ammonium- oder Natriumsalz erhiltlich. Das Ammoniumsalz
hat ein relatives Molekulargewicht von M, = 1098 und besitzt in Chloroform eine deutlich
hohere Loslichkeit als das Natriumsalz, das sich fast gar nicht auflosen 148t. Die Herstel-
lung einer homogen Mischung aus verschiedenen Lipiden erfolgt im allgemeinen iiber das
Losen aller Komponenten in Chloroform, das im folgenden durch eine Vakuumpumpe
abgedampft wird. Fiir die Experimente ist eine homogene Mischung von PIP, mit einem
neutralen Lipid notwendig. Es hat sich gezeigt, daB3 dies fiir das Natriumsalz von PIP; nicht
moglich ist, da es im Unterschied zu Ammoniumsalz nach dem Abdampfen keinen
homogenen Lipidfilm bildet (Toner, 1988).
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Abb. 4.3: Chemische Struktur von Phosphatidylinositol 4,5-bisphosphat (PIP,).

4.2.3 1-Palmitoyl-2-oleoyl-sn-glycero-3-phosphocholin

Das neutrale Phospholipid 1-Palmitoyl-2-oleoyl-sn-Glycero-3-Phosphocholin, auch mit
POPC bezeichnet, wird synthetisch mit hoher Reinheit (>99%) hergestellt (Avanti Polar
Lipids, Alabaster, AL, USA). Es ist ein amphiphiles Molekiil mit einem relativen
Molekulargewicht von M; = 760, das aus einer polaren hydrophilen Kopfgruppe und einem
hydrophoben Bereich besteht (Abb. 4.4). Charakteristisch fiir die polare Kopfgruppe ist
ihre zwitterionische Struktur, bei der sich beide Partialladungen kompensieren. Die beiden
Kohlenwasserstoftketten stellen den hydrophoben Bereich dar und sind im Fall von POPC
nicht identisch. Bei der ersten handelt es sich um eine Palmitoylkette, die aus 16
Kohlenstoffatomen aufgebaut ist und keine Doppelbindungen aufweist, bei der zweiten um
eine Oleoylkette mit 18 Kohlenstoffatomen und einer Doppelbindung. Im allgemeinen sind
Phospholipide mit ungesittigten Fettsdureketten als Pulver nicht stabil und extrem
hygroskopisch. Die Absorption von Wasser kann zur Hydrolyse oder Oxidation des
Phospholipids fiithren. Deshalb werden ungesittigte Phospholipide in Chloroform bis zu
Konzentrationen von 25 mg/ml geldst und bei einer Temperatur von —20°C aufbewabhrt.
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POPC erfiillt im Rahmen dieser Arbeit eine wichtige Funktion und wird zur Beschichtung
der Elektrophoresekammer mit einer neutralen und fluiden Lipidmembran eingesetzt.
Fluiditit bedeutet dabei, da3 die laterale Diffusion von Phospholipiden in der Membran bei
Raumtemperatur moglich ist. Eine ideale Beschichtung verhindert Elektroosmose in der
Kammer und die irreversible Bindung von PLC-6 an Kunststoff- und Glasoberfldachen, die
mit einer Denaturierung des Enzyms verbunden wire. Die Bindung von PLC-0 an die
Innenflichen der Kammer wiirde die Konzentration beim Einstromen des Enzyms
unkontrolliert verdndern und damit die Reproduzierbarkeit der Experimente gefahrden. Um
Defekte in der Lipidmembran erkennen zu kdnnen, wurde sie mit 0.2% des Fluoreszenz-
farbstoffs NBD-C,,-HPC (Molecular Probes, Eugene, OR, USA) markiert. Bei diesem
Fluorophor handelt es sich um ein neutrales Phospholipid, bei dem an eine Fettsdaurekette
mit 12 Kohlenstoffatomen das fluoreszierende Molekiil NBD kovalent gebunden ist.
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Abb. 4.4: Chemische Struktur von 1-Palmitoyl-2-oleoyl-sn-glycero-3-phosphocholin (POPC).

In diesem Zusammenhang ist es wichtig, daB} fiir die Experimente nur elektisch neutrale
Fluorophore verwendet werden konnen. Minimale Konzentrationen von geladenen
Molekiilen in der Lipidmembran fithren in der Kammer zu einer mef3baren Elektroosmose.
Dies gilt im besonderen auch fiir die geringen Mengen an Verunreinigungen, die in den
Phospholipiden nach ihrer Herstellung enthalten sind. Phospholipide mit zwei ungeséttig-
ten Fettsdureketten haben dabei den grofften Anteil an Verunreinigungen. Ein Beispiel aus
dieser Kategorie wire das 1, 2-Dioleoyl-sn-Glycero-3-Phosphocholin, das im folgenden
mit DOPC bezeichnet wird und sich im Vergleich zu POPC durch eine hohere laterale
Diffusion in der Lipidmembran bei Raumtemperatur auszeichnet. Der entscheidende Punkt
bei der Verwendung von POPC zum Beschichten der Elektrophoresekammer war jedoch
die hohere Reinheit.

Eine weitere Rolle spielt POPC bei der Beschichtung der Silika-Kugeln. Aus GI 3.6 folgt,
daBl die Oberflichenladung einer lipidmembranbeschichteten Kugel nur bis zu einer Kon-
zentration von 2% PIP, dem Zetapotential direkt proportional ist. Fiir die Experimente zur
Enzymaktivitét ist der lineare Zusammenhang von fundamentaler Bedeutung. Aus diesem
Grund ist die Herstellung einer bindren Lipidmischung aus POPC mit 2% PIP, notwendig.
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4.3 Priparation
4.3.1 Reinigung der Silika-Kugeln

Die Silika-Kugeln (Duke Scientific, Palo Alto, CA, USA) haben einen Durchmesser von
(0.99 £0.05) um und werden als eine wisserige Losung mit ca. zwei Prozent an festen
Bestandteilen geliefert. Auf Grund ihrer Grofe sedimentieren die Silika-Kugeln in der
Losung. Um bei einer Entnahme aus dem Vorratsbehélter die Konzentration nicht zu
verdndern, ist es notwendig, die Suspension vorher gut zu mischen. Im ersten Schritt wird
eine entsprechende Menge der Losung in einem Rohrchen fiir 1 min bei 5000 U/min
zentrifugiert und der Uberstand abgenommen. AnschlieBend wird zum Reinigen Methanol
dazugegeben, die Kugeln resuspendiert und fiir 10 min in einem Bad beschallt. Diese
Prozedur sollte mindestens einmal wiederholt werden. Die Zugabe von 1 M Kalium-
hydroxid-Lésung nach dem Abnehmen des Uberstandes macht die Oberfliche der Silika-
Kugeln hydrophil, was fiir eine spitere Beschichtung mit einer Lipidmembran von Vorteil
ist. Dazu wird das Roéhrchen mit den Kugeln wieder fiir 5 min in ein Ultraschallbad
gestellt. Danach werden die Silika-Kugeln der Suspension durch Zentrifugation
(5000 U/min fiir 1 min) wieder sedimentiert und zum Waschen mit deionisiertem Wasser
versetzt. Im letzten Schritt sollte der Zyklus aus Resuspendieren, Zentrifugieren und dem
Austausch des Uberstandes mit deionisiertem Wasser mindestens fiinfmal wiederholt
werden. Beim Abnehmen des Uberstandes gehen mit jedem Schritt viele Silika-Kugeln
verloren. Deshalb kann sich die Konzentration der Kugeln am Ende der Reinigungs-
prozedur deutlich von der am Anfang unterscheiden. Dies muf3 bei der Beschichtung der
Silika-Kugeln mit einer Lipidmembran durch kleine unilamellare Vesikel beriicksichtigt
werden. Die Messung des Zetapotentials von lipidbeschichteten Silika-Kugeln kann durch
iberschiissige unilamellare Vesikel in der Suspension beeintrachtigt werden.

4.3.2 Priparation der lipidbeschichteten Silika-Kugeln

Die gereinigten Silika-Kugeln werden mit kleinen unilamellaren Vesikel beschichtet, die
aus POPC und zu zwei Prozent aus PIP, bestehen. Ihre Herstellung beginnt mit dem
Mischen der Lipide im entsprechenden Verhiltnis in Chloroform. In den Stammldsungen
liegen POPC und PIP, in Chloroform mit den Konzentrationen von 25 mg/ml bzw.
1 mg/ml vor. Das Mischen findet dabei in einem Rundkolben aus Glas statt, wobei die
Losungen mit einer speziellen Pipette (Drummond Scientific, Broomall, PA, USA) trans-
feriert werden. Die Pipette zeichnet sich dadurch aus, daB die Lipide beim Aufziehen nur
mit Glas und Teflon in Kontakt kommen. Bei herkommlichen Glasspritzen mit Kaniile aus
Edelstahl konnen Metallionen in Losung gehen. Im Fall von PIP, wirken sich Metallionen
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besonders negativ aus (personliche Mitteilung von Stuart McLaughlin). Die Pipette und der
Rundkolben wurden zur Reinigung vorher mehrmals mit Methanol und Chloroform
gespiilt. Auf Grund der im Vergleich zu POPC geringeren Loslichkeit von PIP; in Chloro-
form, fiihrt ein zu langsames Abdampfen des Losungsmittels zur Phasenseparation der
Lipidmischung. Deshalb ist fiir die Herstellung eines homogenen Lipidfilms ein Vakuum-
Rotations-Verdampfer notwendig, der ein schnelles Abdampfen des Losungsmittels er-
moglicht. Zu Beginn wurde ein Vakuum von 100 mbar eingestellt, wobei der Rundkolben
aus Glas mit den in Chloroform geldsten Lipiden in einem Wasserbad der Temperatur von
25 °C rotierte, bis sich ein homogener Lipidfilm gebildet hatte. Bilden sich bei dieser
Prozedur Blasen, so deutet dies auf eine inhomogene Mischung der Lipide hin. In diesem
Fall miissen die Lipide durch Zugabe von Chloroform wieder gelost und mit dem
Abdampfen neu begonnen werden. AnschlieBend wurde das Vakuum fiir die folgenden
zwei Stunden auf 10 mbar erhoht, um alle Spuren von Chloroform aus dem Lipidfilm zu
entfernen. Dies stellt ein wichtiges Kriterium fiir die Herstellung von kleinen unilamellaren
Vesikel dar, da Chloroform wihrend des Beschallens die Dekomposition der Lipide
katalysiert (Huang, 1969). Nach der Zugabe von deionisiertem Wasser formierten sich
multilamellare Vesikel, was an der Opazitdt der Losung zu erkennen war. Die Suspension
wurde mit einer Titanspitze, die mit einem Ultraschallgenerator (Bachhofer, Reutlingen)
verbunden war, fiir 10 min bei kleinster Leistung beschallt, bis die Losung transparent
erschien. Um ein Uberhitzen der Suspension zu vermeiden, war sie in Kontakt mit einem
Wasserbad der Temperatur von ca. 10 °C und wurde in Intervallen von 10 sec beschallt,
zwischen denen eine Pause von 30 sec lag. Durch Ultrazentrifugation fiir 30 min bei
30.000 U/min konnten die multilamellaren Vesikel sedimentiert und die kleinen uni-
lamellaren mit dem Uberstand abgenommen werden.

Da Ca*"-Ionen bei der Beschichtung von Glas mit negativ geladenen unilamellaren Vesikel
eine wichtige Rolle spielen, wurde der Suspension der Vesikel aus POPC mit 2% PIP; ca.
1 uM CaCl, dazupipettiert. Im néchsten Schritt erfolgte das Mischen der Silika-Kugeln mit
den kleinen unilamellaren Vesikel. Um die Kugeln in einer endlichen Zeit beschichten zu
konnen, wurde eine 50-fach héhere Konzentration der Suspension eingesetzt, als fiir die
Oberfliache der Kugeln eigentlich notwendig gewesen wére. Nach zwei Stunden Sedimen-
tation bei 4 °C wurden die nicht mit den Kugeln fusionierten Vesikel mit dem Uberstand
abgenommen und durch den im Experiment verwendeten Puffer (10 mM HEPES, 300 uM
EGTA, 200 pM CacCl, bei pH = 7) ersetzt. Die beschichteten Kugeln koénnen fiir maximal
zwei Tage bei 4 °C aufbewahrt werden, da nach dieser Zeit PIP, durch die spontane
Hydrolyse in Wasser abgebaut ist. Aullerdem darf die Suspension nur durch sanftes
Pipettieren gemischt und aufgenommen werden. Ein Zentrifugieren und Schiitteln ist nicht
moglich, da im ersten Fall die Kugeln miteinander aggregieren und im zweiten die Lipid-
beschichtung beschédigt wird.
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4.3.3 Versuchsdurchfiihrung

Die Elektrophoresekammer wurde zu Beginn einer MeBreihe gereinigt und zusammen-
gebaut. Das Reinigen des Polykarbonat-Tréigers sowie der Elektroden erfolgte mit Alkohol
und deionisiertem Wasser. Der Glaskanal-Einsatz wurde fiir 30 min bei einer Temperatur
von 40 °C in eine 2%-Hellmanex-Losung (Hellma, Miihlheim) gelegt und anschlieend
mehrmals mit deionisiertem Wasser gespiilt. Bei starker Verschmutzung konnte er auch fiir
mehrere Minuten im Detergens in ein Ultraschallbad gestellt werden. Die vorbereitete
Elektrophoresekammer wurde nun an das FluBBsystem angeschlossen und entliiftet. Zuvor
wurden die Reservoire fiir den hydrostatischen Flu mit dem fiir das Experiment
notwendigen Puffer gefiillt und ihr Niveau equilibriert.

Im folgenden werden zur Beschichtung der Elektrophoresekammer mit einer neutralen
Lipidmembran kleine unilamellare POPC-Vesikel unter den Pufferbedingungen von 5 mM
TRIS, 50 mM NaCl, pH = 8.0 in die Kammer injiziert (Groves, 1997) (Groves, 1998).
Prinzipiell handelt es sich bei der Herstellung von kleinen unilamellaren POPC-Vesikel um
das im Zusammenhang mit PIP, beschriebene Verfahren. Jedoch vereinfacht sich die
Prozedur erheblich, da bei Systemen mit nur einer Komponente auf einen Vakuum-
Rotations-Verdampfer verzichtet werden kann. Stattdessen wird das Chloroform der Probe
in einem Vakuumschrank fiir mehrere Stunden abgedampft. Fiinf Minuten nach der
Injektion der kleinen unilamellaren POPC-Vesikel kann mit dem Spiilen der Elektro-
phoresekammer begonnen werden. Es ist ein hydrostatischer FluB von bis zu 500 ul/s
notwendig, um alle nicht mit der Oberfldche fusionierten Vesikel zu entfernen, was bis zu
einer halben Stunde dauern kann. Die Prozedur der Beschichtung basiert auf ein von
Barenholz im Detail beschriebenes Verfahren (Barenholz, 1977).

Um Aussagen iiber die Homogenitéit der Beschichtung der Kammer machen zu kénnen,
wurde dem Lipid 0.2% des Fluoreszenzfarbstoffs NBD-C;,-HPC dazugegeben. Mit Hilfe
der Fluoreszenzmikroskopie konnte die Lipidmembran visualisiert und auf ihre Fluiditit
untersucht werden. Die Frage, inwieweit in der Kammer Elektroosmose auftritt, wurde
durch die Bestimmung der Driftgeschwindigkeit von multilamellaren POPC-Vesikel im
elektrischen Feld beantwortet. Im Idealfall von vernachldssigbarer Elektroosmose zeigten
die neutralen Vesikel unabhingig von der Distanz zum Deckglas keine Driftbewegung.
AnschlieBend mufite die Elektrophoresekammer wieder griindlich gespiilt werden.

Vor dem Experiment zur Bestimmung der Kinetik mufite der Teflonschlauch zum
Seitenkanal mit PLC-6 gefiillt werden. Dies geschah mit Hilfe der Methode, die weiter
oben beschrieben wurde. Eine homogene Konzentration von Enzym im Seitenkanal konnte
durch das Spiilen mit PLC-8 gewéhrleistet werden. Bei der Préparation ist darauf zu
achten, dafl der Losung mit dem PLC-6 2 mM DTT zugegeben werden, um die Bildung
von Disulfidbriicken zu verhindern, die das Enzym inaktivieren wiirden.
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Fiir das eigentliche Experiment wurden die POPC/PIP,-beschichteten Silika-Kugeln mit
geringer Konzentration in den Hauptkanal injiziert, da fiir die Messung mit der optischen
Pinzette nur eine Kugel notwendig ist. Die starke Verdiinnung der Silika-Kugeln (bis zu
1000-fach) reduzierte die Wahrscheinlichkeit, da3 die optische Pinzette wihrend der
Messung eine weitere Kugel oder ein diffundierendes Vesikel einfiangt. In diesem Fall
hitte die Messung abgebrochen werden miissen. Eine klassische Bestimmung des Zeta-
potentials durch die Messung der Driftgeschwindigkeit einer Kugel in einem konstanten
elektrischen Feld war zur Kontrolle vor jedem Experimenten notwendig. Dazu wurde die
Kugel mit der optischen Pinzette ca. 20 um iiber das Deckglas angehoben und an den
Elektroden eine alternierende Spannung von £10 V angelegt, deren Polaritit sich mit der
Frequenz von 0.1 Hz dnderte. Es konnten immer nur die ersten Perioden ausgewertet
werden, da die Kugel durch Sedimentation die Fokalebene des Objektivs verlie. Das
Zetapotential konnte aus der elektrophoretischen Mobilitdit und dem elektrischen Feld
berechnet werden.

Zur Laserfallen-kontrollierten Mikroelektrophorese wurde die identische Kugel wieder
eingefangen und mit einer Distanz von 20 um {iber dem Deckglas gehalten, was ungefahr
der stationiren Ebene des Kanals entsprach. Die optische Pinzette wurde dabei in die Mitte
der Kreuzung des Haupt- und Seitenkanals positioniert. Eine an den Elektroden angelegte
Wechselspannung der Amplitude von 100 V und der Frequenz von 160 Hz versetzte die
geladene Kugel in Oszillationen. Die Detektion der momentanen Position erfolgte durch
die Quadrantdiode als Funktion der Zeit, wobei die Frequenz der Datenerfassung im
allgemeinen bei 16 kHz lag. Dies ermdglichte das Aufnehmen eines Leistungsspektrums
pro Sekunde. Es war auch sinnvoll, das arithmetische Mittel von mindestens drei
Leistungsspektren zu bilden. Das Signal des Spektrums fiir die Frequenz der angelegten
Wechselspannung wurde als Funktion der Zeit aufgenommen. Zur Messung der Enzym-
kinetik wurden die Ventile des Seitenkanals nach ca. 100 s gedffnet und das Enzym mit
einem definierten hydrostatischen Druck in die Elektrophoresekammer eingestromt. Die
Ventile des Hauptkanals waren dagegen wihrend der Messung immer geschlossen. Das
gesamte Experiment konnte mit DIC-Mikroskopie auf einer CCD-Kamera simultan
beobachtet werden. Fiir die folgenden Experimente wurde der Seitenkanal geschlossen und
neue Silika-Kugeln iiber den Hauptkanal zum Kreuzungspunkt transportiert. Ein
entscheidender Faktor ist dabei die Tatsache, daf das gesamte PLC-8 aus dem Hauptkanal
entfernt worden ist. Mit der optischen Pinzette konnte nun wieder eine neue Kugel
eingefangen und Enzym aus dem Seitenkanal eingestromt werden.

65



Enzymaktivitidt von Phospholipase C

4.3.4 Pufferbedingungen

Im folgenden stellt sich die Frage, unter welchen Pufferbedingungen die geplanten Ex-
perimente durchgefiihrt werden sollen. Eine wichtige Funktion des Puffers ist dabei die
Stabilisierung des pH-Werts in biochemischen Systemen. Die Experimente zur Elektro-
phorese erfordern auflerdem eine definierte Ionen-Konzentration in der Losung, da sie
einen entscheidenden EinfluBl auf den Wert des Zetapotentials eines geladenen Partikels
hat. Wie aus GI. 3.6 hervorgeht, ist das Zetapotential bei einer konstanten Oberfldchen-
ladungsdichte umso grofler, je kleiner die Ionen-Konzentration ist. Jedoch wirken sich
Kontaminationen in den verwendeten Substanzen bei zu geringen Ionen-Konzentrationen
deutlich kritischer aus. Daneben darf der Puffer keine negativen Einfliisse auf das Enzym
und die festkorpergestiitzten Lipidmembranen haben. Deshalb wurde 10 mM HEPES zur
Einstellung von pH =7.0 in den Messungen verwendet, was einer lonenstirke von ca.
3 mM entspricht.

Ein zentraler Parameter bei den Experimenten zur Enzymkinetik von PLC stellen die Ca*'-
Ionen in der Pufferlosung dar, da sie zur Aktivierung des Enzyms notwendig sind. Sie
spielen dariiber hinaus eine wichtige Rolle bei der Formation und der thermodynamischen
Stabilitit von festkorpergestiitzten Lipidmembranen. So kann eine zu geringe Ca*"-Kon-
zentration zur Ablosung der Beschichtung von den Silika-Kugeln und der Elektrophorese-
kammer fiihren. Auf der anderen Seite verursachen hohe Konzentrationen eine irreversible
Aggregation der beschichteten Kugeln und eine signifikante Abnahme des Zetapotentials.
Wahrscheinlich kénnen Ca*"-Ionen die Aggregation von PIP,-Molekiilen in angrenzenden
Lipidmembranen auslésen. Dieser Mechanismus iibernimmt vermutlich in der Zelle im
Zusammenhang mit der Ca®"-induzierten Exozytose eine entscheidende Funktion.

In Abb. 4.5 ist der Einflu der Ca*'-Konzentration auf das Zetapotential von multi-
lamellaren Vesikel aus neutralem Lipid (POPC) mit verschiedenen Anteilen von PIP,
dargestellt. Die Bestimmung der Zetapotentiale erfolgte durch Driftmessungen in einer
konventionellen Elektrophoresekammer. Fiir die Kurven mit dem molaren Anteil an PIP;
von 2% bzw. 1% nimmt das Zetapotential mit steigender Ca*"-Konzentration deutlich ab.
Dieser Effekt ist auf die Bindung von Ca*-Ionen an das negativ geladene PIP, zuriick-
zufiihren. Die multilamellaren Vesikel ohne PIP, haben eine minimale negative Ladung,
was einem Zetapotential von ca. —5 mV entspricht. Dafiir sind Verunreinigungen verant-
wortlich, die bei der Synthese der Phospholipide sowie bei der Herstellung der Vesikel
entstehen. In erster Ndherung spiegeln die drei Kurven auch den linearen Zusammenhang
zwischen der Oberflichenladung und dem Zetapotential der multilamellaren Vesikel wider.
Der optimale Wert fiir die Ca*"-Konzentration in den Experimenten liegt bei 0.5 pM und
ist durch einen Pfeil an der Abszisse von Abb. 4.5 gekennzeichnet. Diese Konzentration
ermoglicht zum einen die Aktivierung von PLC-0, zum anderen hat sie kaum einen Einfluf3
auf den maximalen absoluten Wert des Zetapotentials und gewihrleistet so einen groen
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dynamischen MeBbereich. Zur Einstellung einer freien Ca**-Konzentration von 0.5 pM
wird dem Puffer 300 uM EGTA und 200 uM CacCl, zugegeben. In diesem Zusammenhang
ist es wichtig, dafl das Einstellen des pH-Wertes nach der Zugabe aller Substanzen erfolgt,
da EGTA bei der Bindung von Ca**-Ionen die H'-Konzentration erhdht.
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Abb. 4.5: Effekt der Ca*'-Konzentration auf das Zetapotential von multilamellaren Vesikel aus
neutralem Lipid (POPC) mit verschiedenen Anteilen von PIP,. Die Bestimmung der Zetapotentiale
erfolgte durch Driftmessungen in einer konventionellen Elektrophoresekammer. Der verwendete
Puffer bestand aus 10 mM HEPES, 150 uM EGTA und der entsprechenden Ca”*-Konzentration bei
pH = 7.0. Es sind drei Kurven mit einem molaren Anteil an PIP, von 2%, 1% und 0% dargestellt. Das
Zetapotential nimmt mit steigender Ca®-Konzentration signifikant ab. Dieser Effekt ist auf die
Bindung von Ca**-Ionen an das negativ geladene PIP, zuriickzufiihren. In erster Niherung spiegeln
die drei Kurven auch den linearen Zusammenhang zwischen der Oberflichenladung und dem
Zetapotential der multilamellaren Vesikel wider. Ein Pfeil an der Abszisse deutet auf die in den
Experimenten verwendete Ca**-Konzentration von 0.5 uM hin.

Wie in Kap. 4.2.1 beschrieben, werden dem Puffer noch 2 mM DTT zugesetzt, um eine
Denaturierung des Enzyms zu verhindern. Dariiber hinaus ist ein Entgasen des Puffers vor
dem Experiment aus den folgenden Griinden unbedingt notwendig. Es reduziert die Kon-
zentration von freien Radikalen, die einen negativen Einflul auf die Enzymreaktion haben
konnen. Dies gilt speziell fiir den molekularen Sauerstoff, der ein besonders effektives
Radikal darstellt. AuBerdem unterbindet das Entgasen des Puffers die Bildung von
Luftblasen im FluBlsystem. Sie dndern einerseits die hydrodynamischen Verhiltnisse im
Kreuzkanal und fiihren andererseits zu Defekten in der Lipidmembran.
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4.4 Resultate

4.4.1 Enzymkinetik

Die Messungen zur Enzymkinetik von PLC erfolgten an Silika-Kugeln mit einem Radius
von 500 nm, die mit einer Lipidmembran aus POPC und 2% PIP, beschichtet waren. Dazu
wurde die geladene Kugel im harmonischen Potential der optischen Pinzette mit einer
Distanz von 20 um zum Deckglas gehalten und durch ein alternierendes elektrisches Feld
definierter Amplitude bzw. Frequenz in Oszillationen um die Gleichgewichtslage versetzt.
Eine Quadrantdiode detektierte die Amplitude der Oszillationen als Funktion der Zeit mit
einer Frequenz von 16 kHz. Die Kraftkonstante k des harmonischen Potentials der
optischen Pinzette sowie die Sensitivitit der Quadrantdiode 3 wurde iiber die in Kap. 3.4.2
beschriebene Kalibrierung von Allersma bestimmt. Dazu war es notwendig, die Brownsche
Bewegung der Kugel in der optischen Pinzette ohne ein #duBeres elektrisches Feld
aufzuzeichnen und daraus ein Leistungsspektrum zu erstellen. Auf Grund der hoheren
Genauigkeit wurde eine Mittelung iiber 10 Spektren durchgefiihrt (Abb. 3.13A). Eine
Analyse des resultierenden Leistungsspektrums ermoglichte die Bestimmung der Kraft-
konstanten k sowie der Sensitivitit der Quadrantdiode 3. Mit diesen Parametern konnte die
Auslenkung x sowie die elektrophoretische Kraft F. der im &uBleren elektrischen Feld
oszillierenden Kugel aus den gemessenen Spannungssignalen berechnet werden. Das
Maximum des Leistungsspektrums bei der Frequenz des angelegten elektrischen Feldes
entspricht dabei dem Amplitudenquadrat der Oszillation (Abb. 3.13B). AuBBerdem ist die
elektrophoretische Kraft auf die Kugel dem Zetapotential und in erster Ndherung auch der
Zahl von PIP,-Molekiilen auf der AuBlenseite der Lipidmembran direkt proportional. Die
Hydrolyse von PIP, durch PLC reduziert die negative Oberflichenladung der Kugel, da als
Reaktionsprodukt in der Membran das neutrale Molekiil DAG entsteht. In den Experi-
menten konnte simultan zur Enzymreaktion die Abnahme des Zetapotentials als Funktion
der Zeit bestimmt werden.

Abb. 4.6A zeigt das Leistungsspektrum einer membranbeschichteten Silika-Kugel (POPC
mit 2% PIP,) in der optischen Pinzette vor der Injektion von PLC. Die geladene Kugel
oszillierte mit der Frequenz des dufleren elektrischen Wechselfeldes von 160 Hz, wobei
das alternierende elektrische Feld eine Amplitude von ca. 20 V/cm hatte (dies folgt aus
dem Quotienten der an den Elektroden anliegenden Spannung mit einer Amplitude von
100 V und der Léinge des Hauptkanals von 4.8 cm). Das Maximum des Leistungs-
spektrums ist mit der Oszillation der Kugel im dufleren Feld korreliert. Es liegt ca. 500-
fach tiber dem Niveau der Brownschen Bewegung bei dieser Frequenz und entspricht
einem Zetapotential von ca. -55 mV.

68



Enzymaktivitidt von Phospholipase C

Spektrale Dichte S, [V2/Hz]

Spektrale Dichte Sy, [V2/Hz]

102 -

10" -

vor PLC

A

10

100
Frequenz [Hz]

1000

10° —

104 -

103 -

102 —

10! -

nach PLC

10

100 1000

Frequenz [Hz]

Abb. 4.6: Mittelung iiber 10 Leistungsspektren einer membranbeschichteten Silika-Kugel mit 2%
PIP, vor und nach der Injektion von PLC. Die geladene Kugel oszillierte mit der Frequenz des
duBleren elektrischen Wechselfeldes von 160 Hz. Das alternierende elektrische Feld hatte eine Ampli-
tude von ca. 20 V/cm. Der Wert des Maximums entspricht dem Amplitudenquadrat der Oszillation.
Fiir die Kugel in (A) konnte ein Zetapotential von —55 mV bestimmt werden. In (B) ist das gemittelte
Leistungsspektrum nach der Hydrolyse von PIP, durch PLC der Konzentration von 9 nM dargestellt.
Das Zetapotential der Kugel hatte in diesem Fall einen Wert von —5 mV. Die 100-fache Abnahme des
Signals korrespondiert mit einer Anderung des Zetapotentials um den Faktor 10.
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Beide Kurven in Abb. 4.6 stellen eine Mittelung iiber 10 Leistungsspektren dar. Fiir alle
Kugeln wurde vor und nach dem Experiment ein Spektrum aufgezeichnet und
konventionelle Driftmessungen zur Bestimmung des Zetapotentials durchgefiihrt. Beide
Methoden zeigten eine sehr gute Ubereinstimmung in den ermittelten Werten fiir das
Zetapotential. Wie aus der Abb. 4.5 hervorgeht, gilt dies auch fiir die Zetapotentiale von
multilamellaren POPC-Vesikel mit 2% PIP;.

Abb. 4.6B gibt die Situation der identischen Kugel nach dem Einstromen von PLC {iiber
den Seitenkanal mit einer Konzentration von 9 nM wieder. Die Hydrolyse von PIP, war in
diesem Fall schon nach ca. 500 sec abgeschlossen. Fiir das Zetapotential der Kugel ergibt
sich aus dem Maximum des Leistungsspektrums ein Wert von ca. -5 mV. Wie bereits in
Kap. 4.3.4 beschrieben, sind Verunreinigungen fiir die minimale negative Ladung der
Kugel nach der Hydrolyse von PIP, verantwortlich. So konnen sich u. a. in der Membran
negativ geladene Fettsdureketten bilden, die sich von den Phospholipiden abgespalten
haben. Diese Tatsache wurde auch bei den Experimenten mit Vesikel beobachtet. Aus dem
Vergleich der beiden Leistungsspektren folgt fiir das Signal eine Abnahme um den Faktor
100, was mit einer 10-fachen Anderung des Zetapotentials verbunden ist.

Das Zetapotential als Funktion der Zeit wurde simultan zur Enzymreaktion aufgezeichnet
und ist in Abb. 4.7 fiir die drei verschiedenen PLC-Konzentrationen von 1 nM, 3 nM sowie
9 nM gezeigt. Dazu wurde pro Sekunde ein Leistungsspektrum der im elektrischen Feld
oszillierenden Kugel aufgenommen, eine Mittelung iiber drei aufeinanderfolgende Maxima
durchgefiihrt und das Zetapotential berechnet. Fiir die Zeitauflosung der Enzymkinetik
folgte deshalb ein Wert von 3 sec. Der Seitenkanal mufite vor dem Experiment mit der
entsprechenden Enzymldsung gefiillt werden, um die Totzeit des FluBsystems (~1 sec) zu
minimieren und definierte Konzentrationsverhiltnisse beim Einstrémen zu gewihrleisten.
Fiir alle Zeiten t <0 war die Kugel in der optischen Pinzette vom Puffer des Hauptkanals
umgeben, der kein Enzym bzw. DTT enthielt. Alle Kugeln hatten bis zum Offnen der
Ventile des Seitenkanals zum Zeitpunkt t = 0 ein konstantes Zetapotential von ca. —55 mV.
Danach erfolgte das kontinuierliche Einstromen der PLC-Losung fiir t> 0 mit einem
definierten hydrostatischen Druck. Aus der Abb. 4.7 ist zu erkennen, dal} es sich bei der
Hydrolyse von PIP, um einen von der PLC-Konzentration abhingigen ProzeB handelt. Je
hoher die PLC-Konzentration in der Umgebung der Kugel ist, desto mehr Enzyme sind an
der Hydrolyse beteiligt und desto schneller lduft die Reaktion ab. Offensichtlich ist die
Zahl der an der Reaktion beteiligten Enzyme auch von der PIP,-Konzentration in der
Lipidmembran abhdngig, da die Rate der Hydrolyse mit zunehmender Zeit abnimmt. Eine
Interpretation der gemessenen Daten und deren Anpassung an ein theoretisches Modell
wird in Kap. 4.4.3 vorgenommen.
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Abb. 4.7: Zetapotential von membranbeschichteten Silika-Kugeln mit 2% PIP, als Funktion der Zeit.
Die Aufzeichnung des Zetapotentials erfolgte simultan zur Hydrolyse von PIP, mit drei unterschied-
lichen Konzentrationen von PLC (1 nM, 3 nM und 9 nM). Zum Zeitpunkt t =0 wurden die Ventile
des Seitenkanals gedffnet und die entsprechende PLC-Konzentration mit einer definierten FluBrate
eingestromt. Es ist zu erkennen, daB die Rate der Hydrolyse von der PLC-Konzentration abhéngig ist.
Dies gilt im besonderen fiir die Raten zu Beginn der Reaktion, die der Enzymkonzentration direkt
proportional sind.

Die Messungen zur Enzymkinetik in Abb. 4.7 sind fiir alle PLC-Konzentrationen mindes-
tens dreimal wiederholt worden. Es zeigte sich in allen Fillen eine sehr gute Uberein-
stimmung im Kurvenverlauf. In Abb. 4.8 ist die Reproduzierbarkeit der gemessenen
Kurven am Beispiel der PLC-Konzentration von 3 nM dargestellt. Obwohl jede Messung
mit einer anderen membranbeschichteten Silika-Kugel durchgefiihrt wurde, haben alle
Graphen eine identische Form und geben die Kinetik der Enzymreaktion eindeutig wieder.
Die Zetapotentiale der Kugeln vor der Reaktion variierten dabei minimal um einen Mittel-
wert von ca. —55 mV. Im Rahmen der Experimente war es sinnvoll, am gleichen Tag einen
kompletten Satz von Messungen mit verschiedenen Konzentrationen aufzuzeichnen. So
stellte die Priparation der Enzymlosungen einen kritischen Faktor dar, da ein exaktes
Pipettieren der hochviskosen PLC-Stammlosung duBerst kompliziert war. Mit Hilfe einer
Verdiinnungsreihe konnten jedoch die Konzentrationen relativ zueinander sehr genau ein-
gestellt werden. Allerdings beschrinkte sich die Verwendbarkeit der priparierten Enzym-
16sungen auf einen Tag.
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Abb. 4.8: Reproduzierbarkeit der Messungen. Die Experimente zur Enzymkinetik in Abb. 4.7 sind fiir
alle Konzentrationen von PLC mindestens dreimal wiederholt worden. In allen Féllen zeigte sich eine
sehr gute Ubereinstimmung des Kurvenverlaufs. Hier sind zwei Messungen zur Enzymkinetik fiir die
PLC-Konzentration von 3 nM dargestellt.

Wie aus der Abb. 4.7 hervorgeht, ist die Enzymkinetik von der PLC-Konzentration ab-
héngig. Signifikante Unterschiede ergeben sich fiir die Raten der Hydrolyse zu Beginn der
Reaktion. In Abb. 4.9 wurde die zeitliche Anderung des Zetapotentials d|(|/dt zum Zeit-
punkt t=0 als Funktion der PLC-Konzentration aufgetragen. Es existiert in erster
Naherung zwischen diesen beiden GréBen ein linearer Zusammenhang. Dieses Resultat ist
mit der bekannten Struktur des Enzyms und seiner Funktion als Monomer konsistent, was
den theoretischen Vorstellungen zur Enzymkinetik von PLC entspricht (Rhee, 2000). Der
Datenpunkt im Ursprung folgte dabei aus einem Kontrollexperiment, auf das in Kap. 4.4.2
eingegangen wird. Das Einstromen von Puffer mit 2 mM DTT ohne Enzym fiihrte zu
keiner Anderung des Zetapotentials der membranbeschichteten Kugel. Daraus resultiert ein
verschwindender Differentialquotient d|C|/dt. Die Anpassung einer Ursprungsgerade an die
Datenpunkte mit der kleinsten quadratischen Abweichung ergibt eine Steigung der Gerade
von ca.—0.1 mV/s pro nM PLC. Im Rahmen einer Interpretation der Kinetik wird dieser
Zahlenwert in die Berechnung der Aktivitit eines einzelnen Enzyms eingehen. Konkret
soll die Frage beantwortet werden, wieviele PIP,-Molekiile ein Enzym pro Sekunde
umsetzen kann.
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Abb. 4.9: Die zeitliche Anderung des Zetapotentials d|C|/dt in Abb. 4.7 ist zu Beginn der Enzym-
reaktion (t=0) der PLC-Konzentration direkt proportional. Dieses Verhalten entspricht auch den
theoretischen Vorstellungen zur Enzymkinetik von PLC. Dariiber hinaus haben Kontrollexperimente
gezeigt, dal sich das Zetapotential der membranbeschichteten Kugel beim Einstrdémen von Puffer
ohne PLC nicht dndert und damit der Differentialquotient verschwindet. Die Anpassung einer
Ursprungsgerade an die Datenpunkte mit der kleinsten quadratischen Abweichung ergibt fiir die
Steigung der Gerade einen Wert von ca. —0.1 mV/s pro nM PLC.

4.4.2 Kontrollexperimente

Es waren verschiedene Kontrollexperimente notwendig, die eindeutig zeigten, dal} es sich
bei den gemessenen Daten tatsdchlich um die PLC-induzierte Hydrolyse von PIP, und
nicht um andere Effekte handelte. Wie bereits in Kap. 3.4.3 beschrieben, hat das Ein-
stromen von Fliissigkeit {iber den Seitenkanal keinen Einfluf3 auf das Signal im Leistungs-
spektrum, sofern der Puffer im Haupt- und Seitenkanal identisch ist. Dariiber hinaus war
die Amplitude der oszillierenden Kugel in der optischen Pinzette unterhalb eines kritischen
Wertes unabhéngig von der FluBgeschwindigkeit im Seitenkanal.

Experimente mit Enzymen erfordern im allgemeinen die Zugabe eines Antioxidations-
mittels, das eine Bildung von Disulfidbriicken inhibiert und damit eine Denaturierung des
Enzyms verhindert. Diese Funktion wurde in den Experimenten von DTT {ibernommen,
das der Enzymlosung mit einer Konzentration von 2 mM zugesetzt wurde. Es stellt sich
nun die Frage, welchen Effekt das neutrale Molekiil DTT auf das Zetapotential einer
lipidmembranbeschichteten Kugel hat. Das Einstromen von DTT-Lésung ohne Enzym
iber den Seitenkanal hatte keine Auswirkung auf den Wert des Zetapotentials der Silika-
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Kugel und entspricht als ein wichtiges Resultat den Erwartungen fiir ein neutrales Molekiil
(Abb. 4.10).
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Abb. 4.10: EinfluBl von DTT auf das Zetapotential der Kugel. Der Puffer im Haupt- und Seitenkanal
war bis auf das Enzym und die Substanz DTT identisch. DTT verhindert die Denaturierung von PLC,
da es die Monothiolgruppen stabilisiert und die Bildung von Disulfidbriicken inhibiert. Unterschiede
in den Pufferbedingungen zwischen Haupt- und Seitenkanal fithren zu Anderungen im Zetapotential
der Kugel. Um den Einflu von DTT auf das Zetapotential ausschlieBen zu kdnnen, wurde in einem
Kontrollexperiment dem verwendeten Puffer nur 2 mM DTT, aber kein Enzym zugesetzt. Das
Einstromen dieses Puffers erfolgte {iber den Seitenkanal zum Zeitpunkt t = 0 und hat keinen Effekt auf
das Zetapotential.

Das entscheidende Kontrollexperiment stellt jedoch die Abhéngigkeit der katalytischen
Funktion des Enzyms von der Ca®’-Konzentration dar. Eine Reduzierung der ungebun-
denen Ca*"-Ionen in der Losung von 0.5 uM auf 0.05 uM sollte zu einer Abnahme der
Enzymaktivitdt um den Faktor 10 fiihren. In Abb. 4.11 ist die Enzymkinetik fiir eine PLC-
Konzentration von 3 nM fiir beide Ca®"-Niveaus gezeigt. Zum Zeitpunkt t=0 erfolgte
wieder das Offnen der Ventile des Seitenkanals. Fiir die Rate der Hydrolyse d|g|/dt (t = 0)
konnte im ersten Fall ein Wert von —0.364 mV/s und im zweiten von —0.032 mV/s
bestimmt werden, was mit den Erwartungen sehr gut {ibereinstimmt. Mit diesem Kontroll-
experiment konnte demonstriert werden, dafl die gemessene Enzymkinetik in Abb. 4.7 auf
die PLC-induzierte Hydrolyse von PIP, und nicht auf Kontaminationen in der Enzym-
16sung zuriickzufiihren sind, die an der membranbeschichteten Kugel adhérieren und damit
die Ladungsdichte verdndern.
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Abb. 4.11: Kontrollexperimente zur Aktivitdt des Enzyms. Die katalytische Funktion von PLC-3 ist
von der Ca**-Konzentration abhingig. Im Fall von PLC sollte eine Reduzierung des Ca**-Niveaus von
0.5 uM auf 0.05 uM zu einer Abnahme der Enzymaktivitdt um den Faktor 10 fiihren. Die gezeigten
Kurven stellen die Situation fiir beide Ca**-Niveaus bei der PLC-Konzentration von 3 nM dar. Fiir die
Rate der Hydrolyse von PIP, d|{|/dt (t = 0) konnte im ersten Fall ein Wert von —0.364 mV/s und im
zweiten von —0.032 mV/s bestimmt werden. Dieses wichtige Kontrollexperiment zeigt, dafl die
gemessene Enzymkinetik in Abb. 4.7 auf die PLC-induzierte Hydrolyse von PIP, und nicht auf
Kontaminationen in der Enzymldsung zuriickzufiihren sind.

4.4.3 Interpretation der Enzymkinetik

Im folgenden wurde ein Modell zur Enzymkinetik von PLC-6 entwickelt, das den zeit-
lichen Verlauf der Enzymreaktion beschreibt. Dies ist moglich, da das Zetapotetial als
Funktion der Zeit der Oberfiachenladung der Silika-Kugel und damit der Konzentration von
PIP; in der Lipidmembran direkt proportional ist. Eine typische Enzymreaktion hat die
Form: E+S—5-> E + P. Dabei bezeichnen E das Enzym, S das Substrat, P die Produkte
der Reaktion und k die Geschwindigkeitskonstante. Bei dieser Reaktionsgleichung ist nur
der Anfangs- und Endzustand angegeben, obwohl Enzymreaktionen im allgemeinen
mehrstufige Prozesse sind. Auf entsprechende Zwischenzustinde, wie der Formation von
Enzym/Substrat-Komplexen, wird in diesem ersten einfachen Modell nicht eingegangen.
Die Kinetik dieser Enzymreaktion ist durch folgende Gleichung gegeben:
d[S]

_tz_k[s] [E] (Gl. 4.1)
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Bei dieser Reaktion liegen Enzym und Substrat als Monomere mit den Konzentrationen [S]
bzw. [E] in wésseriger Losung vor. Kann die Konzentration des Enzyms wéhrend des
Experimentes als konstant angenommen werden, dann folgt aus GI. 4.1 die Differential-
gleichung d[S]/dt =—k'[S]. Die Konstante k" ist durch das Produkt k' =k [E] definiert.
Als allgemeine Losung der Differentialgleichung ergibt sich:

[S]1=[S], e ¥ (Gl. 4.2)

Dabei ist [S], die Konzentration des Substrates zum Zeitpunkt t = 0. In der Abb. 4.12 ist
die numerische Anpassung der Exponentialfunktion aus GI. 4.2 (gestrichelte Linie) an die
Kurve des Zetapotentials dargestellt, bei der PLC-0 mit einer Konzentration von 9 nM
injiziert wurde. Die Kinetik der PLC-induzierten Hydrolyse von PIP, kann durch die
Exponentialfunktion aus Gl. 4.2 nicht optimal beschrieben werden. Dies kann darauf
zuriickgefiihrt werden, dafl die Vorstellung einer Enzymreaktion im Volumen in diesem
Fall nicht zutrifft. So ist ausschlielich das iiber seine PH-Doméne an die Lipidmembran
gebundene PLC fiir die Hydrolyse von PIP; verantwortlich. Die folgende Gleichung gibt
die Kinetik der Enzymreaktion durch die katalytische Domine von PLC wieder:

dPIR ]y [PIP,[PLC],y (Gl 43)

[PLC]Membran bezeichnet dabei die Konzentration von PLC, das an die Lipidmembran
gebunden ist. Da sich die Enzymreaktion an der Oberfliche einer Lipidmembran abspielt,
sind die Konzentrationen aller Variablen nicht auf das Volumen, sondern auf die Fliche
bezogen. Das Produkt k-[PIP,] in Gl. 4.3 kann dabei als die Aktivitit eines einzelnen
Enzyms oder turnover number interpretiert werden. Sie ist von der Konzentration des
Substrates abhidngig und gibt die Zahl der PIP,-Molekiile an, die ein einzelnes Enzym pro
Sekunde umsetzen kann.

Die Assoziation von PLC mit der Lipidmembran ist ein Gleichgewichtsprozell der Form
PLCAgua T PIP; = PLCpyembran. Dabei bedeutet PLCaqyq die im Volumen diffundierende in-
aktive Form des Enzyms. Das Massenwirkungsgesetz des Gleichgewichtsprozesses lautet:

[PLC]Membran = K [PIPZ] [PLC]Aqua (Gl 44)

Fiir die Bindungskonstante K wurde im Fall einer neutralen Lipidmembran mit PIP, ein
Wert von K~10°M™" bestimmt (Rebecchi, 1992) (Cifuentes, 1993) (Bromann, 1997)
(Wang, 1996). Im Unterschied zu den anderen Variablen in GI. 4.4 hat [PLC]aqu die
Einheit einer Volumenkonzentration [M]. Eine membranbeschichtete Silika-Kugel mit
einem Zetapotential von ca. —55 mV hat auf seiner Aufllenseite ca. 10° PIP,-Molekiile.
Damit sind bei den Konzentrationen [PLC],qua von 1 nM, 3 nM und 9 nM ca. 10, 30 bzw.
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90 Enzyme an der Lipidmembran gebunden. Eine Substitution der Variablen [PLC]yembran
in Gl. 4.3 ergibt die Formel:

d[PIP, ]
dt

= -k K [PIP,]* [PLC],,,, (Gl. 4.5)

Die Rate der Hydrolyse ist also zum Quadrat der Konzentration von PIP, in der Lipid-
membran proportional, was auch als Reaktion zweiter Ordnung bezeichnet wird. In erster
Naherung konnen im Experiment die Parameter k, K und [PLCJaqua als Konstanten
betrachtet werden. Dadurch vereinfacht sich die nichtlineare Differentialgleichung zu
d[PIP,]/dt = —y [PIP,]*, wobei die Konstantey durch das Produkt y =k K [PLC]aqua
definiert ist (Voet, 1995). Die allgemeine Losung dieser Gleichung hat die Form:

1

[PIP,] =
Y+t

(GL. 4.6)

Dabei ist die Konstante y die reziproke Konzentration von PIP, auf der Silika-Kugel zum
Zeitpunkt t =0 (y =1/[PIP, ], ). Fiir kleine Zetapotentiale existiert ein linearer Zusammen-
hang mit der Oberflichenladung, die der Konzentration von PIP, auf der Kugel entspricht.
Mit einer Proportionalititskonstante o folgt = [PIP,], und Gl4.6 kann geschrieben
werden als:

o«
y+xt

(Gl. 4.7)

Die numerische Anpassung dieser Funktion an die Kurve der PLC-Konzentration von
9 nM in Abb. 4.12 demonstriert, dal Gl. 4.7 die Hydrolyse von PIP, besser beschreibt als
die Exponentialfunktion aus Gl. 4.2. Fiir den Parameter x folgt aus der numerischen
Anpassung ein Wert von ca. 2107 s, Mit der Beziehung y =k K [PLC]aqua kann die
Konstante k aus Gl. 4.3 ermittelt werden, die zur Berechnung der Aktivitét eines einzelnen
Enzyms notwendig ist. Zu Beginn der Reaktion (10° PIP,) ergibt sich fiir die Rate der
Hydrolyse pro Enzym ein Wert von ca. 20 s '. Die Enzymaktivitit fiir t=0 kann auch
direkt aus der in Abb. 4.9 bestimmten Steigung von d|¢|/dt =-0.1mV /s pro [PLC]aqua
unter Berlicksichtigung der Anzahl von lipidmembrangebundenen Enzymen und der
Beziehung € = o [PIP,] berechnet werden.

Es existiert eine sehr gute Ubereinstimmung der im Rahmen dieser Arbeit gemessenen
mittleren Aktivitét eines einzelnen Enzyms mit den in der Literatur bekannten Werten, die
an Lipidmembranen und Monoschichten unter vergleichbaren Bedingungen bestimmt
wurden (Singer, 1997) (Katan, 1997) (Rhee, 2000). Des weiteren haben konventionelle
Experimente mit radioaktiven Sonden gezeigt, dall die PLC-induzierte Hydrolyse von PIP,
kaum von der Ionenstdrke der verwendeten Pufferlosung abhéngig ist (Stuart McLaughlin,
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Stony Brook, NY, USA). Aus diesem Grund kann die bestimmte Rate fiir die Aktivitét pro

Enzym von 20 s~ auch unter physiologischen Bedingungen angenommen werden.

Zetapotential [mV]

Abb. 4.12: Numerische Anpassung einer Funktion an die Enzymkinetik. Das gemessene Zetapotential
als eine Funktion der Zeit ist fiir eine PLC-Konzentration von 9 nM dargestellt (Kreise). Die Daten-
punkte werden durch die Gl. 4.7 (durchgezogene Linie) besser beschrieben als durch eine einfache
Exponentialfunktion (gestrichelte Linie).

Im Rahmen dieses ersten Modells konnte eine geschlossene analytische Losung der
Differentialgleichung aus GI. 4.5 angegeben werden. Es waren jedoch bei dieser Ent-
wicklung mehrere Annahmen bzw. Nédherungen notwendig, auf die im folgenden kurz

eingegangen wird:

1. Die direkte Proportionalitit des Zetapotentials  zur Oberfldchenladungsdichte ¢ der
Kugel gilt nur fiir kleine Werte des Potentials. Der exakte Zusammenhang der
beiden Variablen ist in GI. 3.6 angegeben. Fiir ein Zetapotential am Beginn der
Messung von —55 mV sowie einer Losung aus monovalenten lonen betrdgt der
maximale Fehler der Approximation ca. 20 Prozent.

2. Dariiber hinaus wurde in Gl. 4.4 die Gleichgewichtskonstante K eingefiihrt, die die
Bindung des Enzyms iiber die PH-Domine an das PIP, der Lipidmembran
beschreibt. Bei dieser stereospezifischen Bindung spielt vermutlich auch die elektro-
statische Wechselwirkung zwischen den positiv geladenen Gruppen der PH-Doméne
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und den negativen Ladungen der Lipidmembran eine Rolle. Mit der Hydrolyse von
PIP, nimmt die negative Ladung der Lipidmembran kontinuierlich ab. Dies konnte
auch mit einer Abnahme der Gleichgewichtskonstanten K verbunden sein.

3. AuBerdem hat die lokale Ca’*-Konzentration an der Lipidmembran einen ent-
scheidenden EinfluB3 auf die enzymatische Aktivitit von gebundenem PLC-06. Sie
wird im Modell in erster Ndherung als konstant angenommen. Auf Grund der
abnehmenden negativen Ladung in der Lipidmembran kann es auch zu Anderungen
in der lokalen Ca*'-Konzentration kommen, die die Aktivitit von PLC-8 beein-
flussen.

4. Das Zetapotential von Silika-Kugeln mit neutraler Lipidbeschichtung sowie von
neutralen multilamellaren Vesikel ist unter den experimentellen Bedingungen nicht
exakt Null, sondern betrégt ca. -5 mV. Im Rahmen dieses ersten Modells wurde in
Gl. 4.7 kein Offset beriicksichtigt.

Um die beschriebenen Punkte in das theoretische Modell einfiilhren zu konnen, sind
weitere Messungen zur Enzymkinetik mit der Laserfallen-kontrollierten Mikroelektro-
phorese notwendig.
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4.5 Diskussion

Im Rahmen dieser Arbeit konnte die Methode der Laserfallen-kontrollierten Mikroelektro-
phorese zur Messung der Enzymaktivitit etabliert werden. Diese Technik ermdglichte die
Aufzeichnung der Hydrolyse von PIP, durch eine kleine Zahl von membrangebundenen
Enzymen. Damit konnten detaillierte Aussagen iiber die Kinetik dieses Prozesses gemacht
werden. Experimente haben auch gezeigt, da3 zwischen der Rate der Hydrolyse und der
PLC-Konzentration ein linearer Zusammenhang existiert. Dariiber hinaus folgte aus der
numerischen Anpassung verschiedener Funktionen an die gemessene Enzymkinetik, dal3 es
sich bei der Hydrolyse um eine Reaktion zweiter Ordnung handelt. Die Rate der Hydrolyse
ist also zum Quadrat der Konzentration von PIP; in der Lipidmembran proportional. Das
Modell ist mit der molekularen Struktur und den Funktionen der verschiedenen Sequenzen
des Enzyms konsistent. Es handelte sich bei den Experimenten um die ersten Messungen
der Kinetik von PLC an Lipidmembranen.

Die Vorteile der Laserfallen-kontrollierten Mikroelektrophorese liegen gegeniiber konven-
tionellen Methoden zur Bestimmung der Enzymkinetik in der schnellen und simultanen
Messung des Zetapotentials. So war es moglich, Leistungsspektren mit einer Frequenz von
1 Hz aufzunehmen und fiir jeden Datenpunkt den Mittelwert aus drei Spektren zu bilden.
Dartiber hinaus zeichnen sich die Messungen durch ihre Reproduzierbarkeit und hohe
Genauigkeit von ca. 2% aus. Dies gilt vor allem fiir die direkte Proportionalitidt der
Amplitude der oszillierenden Kugel mit der des elektrischen Feldes. Es existiert auch eine
gute Ubereinstimmung zwischen den Messungen des Zetapotentials an unterschiedlichen
Kugeln der entsprechenden Konzentrationen von PLC. Durch das Einstroémen von Enzym
tiber einen Seitenkanal stellte sich schon nach ca. 1 sec eine definierte Konzentration von
PLC an der optischen Pinzette ein. Dabei minimierte die Beschichtung der Elektrophorese-
kammer mit einem neutralen Lipid den Verlust von Enzym durch die irreversible Bindung
an die Glasoberflichen des Kanals. Ein kontinuierlicher FluB von PLC kompensierte
mogliche Verluste und gewihrleistete somit eine konstante Konzentration wéhrend des
Experiments.

Mit der beschriebenen Technik konnte die Kinetik von Enzymen an einzelnen substrat-
beschichteten Kugeln bestimmt werden. Damit spielte sich die Enzymreaktion nicht an
vielen verschiedenen Oberfldchen, sondern an einer einzigen Lipidmembran mit definierter
Form ab. Dies stellt ein wichtiges Kriterium fiir die Bestimmung der Kinetik einer Enzym-
reaktion dar und gilt speziell auch fiir die Hydrolyse von PIP, durch PLC. Experimente an
einer Suspension aus Mizellen bzw. Vesikel mit integriertem PIP, haben gezeigt, dal in
solchen komplexen Systemen Effekte auftreten, die eine Interpretation der Daten kaum
zulassen. Dazu gehoren Prozesse, wie der mogliche Austausch von Enzymen zwischen den
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Mizellen oder Vesikel der Suspension. Die Abnahme in der Rate der Hydrolyse resultiert
aus der mittleren Diffusionszeit des Enzyms zwischen den Mizellen bzw. Vesikel. Da-
neben fiihrt die irreversible Bindung von PLC an die Innenseite des Reagenzglases zu
Verlusten von Enzym und damit zu unkalkulierbaren Anderungen in der Konzentration.
AuBlerdem beeinflussen die durch die Hydrolyse von PIP, entstechenden Produkte die
Aktivitdt von PLC. Dies gilt im besonderen flir das Molekiil 1Ps;, das durch die Signal-
tibertragung in der Zelle im Rahmen der negativen Riickkopplung fiir die Inhibierung von
PLC verantwortlich ist. Bei den Experimenten zur Laserfallen-kontrollierten Mikroelektro-
phorese treten diese Komplikation nicht auf, da nur eine definierte Oberfliche existiert,
Verluste von PLC durch einen konstanten Flufl kompensiert und die Reaktionsprodukte
abtransportiert werden.

Ein System mit einer definierten Oberfliche stellt auch eine Lipidmonoschicht an der
Wasser/Luft-Grenzfliche dar. So konnte der EinfluB des lateralen Oberflachendrucks der
Monoschicht auf die Aktivitdt von PLC an diesem System bestimmt werden (Boguslavsky,
1994). Messungen zur Enzymkinetik sind jedoch damit kaum mdglich, da die Diffusion
von PLC durch die Nernstsche Totwasserschicht®™ (Pohl, 1998) die Zeitauflosung der
Methode limitiert. Fiir eine Lipidmonoschicht ergibt sich eine Dicke der Totwasserschicht
von ca. 100 um. Die Zeitauflosung des Systems entspricht der Diffusionszeit des Enzyms
durch diese Schicht und betridgt ca. 100 sec. Im Unterschied dazu hat die Totwasserschicht
fiir die verwendeten Silika-Kugeln eine Dicke von 0.5 um. Das Enzym bendtigt zur
Diffusion durch diese Schicht nur einige Millisekunden. Diese Tatsache ermoglicht die
rasche Einstellung von definierten Enzymkonzentrationen an der Oberfldche der membran-
beschichteten Kugel. Ein weiterer Vorteil der Laserfallen-kontrollierten Mikroelektro-
phorese gegeniiber konventionellen Methoden liegt darin, dafl eine Markierung von Enzym
oder Substrat mit Fluoreszenzfarbstoffen oder radioaktiven Sonden nicht notwendig ist.
Damit konnen negative Effekte der Markierung auf die Funktionalitit von Enzym und
Substrat ausgeschlossen werden.

Fiir die Experimente mit der optischen Pinzette wurden membranbeschichtete Silika-
Kugeln mit einem Radius von 500 nm verwendet. Dafiir lassen sich im wesentlichen zwei
Griinde anfiihren. Zum einen ist fiir die Stabilitdt der optischen Pinzette der effektive
Unterschied im Brechungsindex zwischen der Silika-Kugel und dem umgebenden Medium
entscheidend, zum anderen konnen durch den definierten Radius quantitative Aussagen
gemacht werden. Die bisherigen Messungen zur Enzymaktivitét basierten auf konven-
tionellen Modellsystemen wie Vesikel, Mizellen aus Detergenzien oder Lipidmono-
schichten. Es stellt sich nun die Frage, inwieweit sich die gemessenen Enzymaktivititen

33 In der Fachterminologie als (engl.) Nernstian unstirred layer bezeichnet. Sie charakterisiert die an eine
Oberflache angrenzende Fliissigkeitsschicht, die nicht gemischt werden kann. In erster Naherung héngt sie
von der Kriimmung der Oberfliche ab. Fiir sphirische Objekte entspricht die Dicke der Schicht ca. dem
Radius, fiir eine planare Fliche hat sie einen Wert von ca. 100 um.
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auf die ersten Experimente mit festkorpergestiitzten Lipidmembranen tlibertragen lassen. So
konnten Substrat-induzierte laterale Spannungen oder Defekte in der Membran einen
EinfluB} auf die Funktionalitit des Enzyms haben.

Die physikalischen Eigenschaften von adsorbierten Lipidmembranen auf Mikrokugeln aus
Glas wurden erstmals im Zusammenhang mit NMR**-Studien untersucht (Bayerl, 1990).
Die Beschichtung erfolgte dabei mit kleinen unilamellaren Vesikel, die eine einfache
kontinuierliche Membran auf einer Kugeloberfliche erzeugen (Brian, 1984). Dariiber
hinaus konnte die Fluiditit der Lipidmembran durch die Bestimmung der lateralen
Diffusionskoeffizienten durch NMR-Untersuchungen gezeigt werden (Kdchy, 1993). Im
allgemeinen haben Phospholipide die Tendenz, hydrophile Oberflichen wie Glas voll-
stindig zu benetzen. Des weiteren konnen Defekte in der Beschichtung prinzipiell durch
den ProzeB3 des Ausheilens der Lipidmembran behoben werden (Nissen, 1999). Alle diese
Punkte deuten darauf hin, dafl fiir Messungen zur Enzymkinetik membranbeschichtete
Silika-Kugeln ein geeignetes Modellsystem fiir Vesikel bzw. Mizellen darstellen. Es sind
aber noch weitere Experimente notwendig, um alle moglichen Komplikationen auszu-
schlieBen. Dazu gehoren u. a. eine Asymmetrie in der Verteilung von PIP, zwischen der
inneren und duBleren Lipidschicht der Membran auf Grund der negativ geladenen Glas-
oberflache und entsprechende Austauschprozesse innerhalb der Lipidmembran. Der erste
Fall hétte nur einen Einfluf} auf das Zetapotential am Beginn der Messung, der zweite wére
fiir den Transfer von PIP, von der Innen- zur AuBlenseite der Membran verantwortlich und
wiirde mit dem Prozel3 der Hydrolyse konkurrieren. Austauschprozesse spielen vermutlich
fiir die betrachteten Zeitskalen und PLC-Konzentrationen kaum eine Rolle, da ihre
Wahrscheinlichkeit viel zu gering ist. Dies zeigt auch die gute Ubereinstimmung der
gemessenen Enzymkinetik von PLC mit den erwarteten Vorstellungen auf festkorper-
gestiitzten Lipidmembranen.

Die Laserfallen-kontrollierte Mikroelektrophorese hat das Potential zur Messung der Akti-
vitdt von einzelnen Enzymen, was die Experimente mit der niedrigsten PLC-Konzentration
von 1 nM demonstrieren konnten. In diesem Fall waren zu Beginn der Reaktion ca. 10
Enzyme pro Silika-Kugel an der Hydrolyse von PIP; beteiligt. Das erfordert jedoch eine
weitere Optimierung des experimentellen Aufbaus und die geeignete Wahl aller Parameter.
Nach GI. 3.26 ist es moglich, die Sensitivitit der Methode durch die Erhéhung des
elektrischen Feldes zu verbessern. Dies kann durch das Anlegen von hdheren Spannungen
und/oder durch die Reduzierung der Distanz zwischen den Elektroden erreicht werden.
Damit lassen sich die erforderlichen elektrischen Felder realisieren, um die Sensitivitit der
Methode mindestens um den Faktor 100 zu erhéhen. Auf Grund der kleinen Dimensionen
der Kanéle konnten auch in diesem Fall Polarisationseffekte der Elektroden ausgeschlossen
werden. Des weiteren ist die Verwendung von Kugeln mit einem kleineren Radius fiir die

**NMR (engl.): Nuclear Magnetic Resonance.
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Messung der Aktivitit von einzelnen Enzymen von entscheidender Bedeutung. Es kann
damit die Zahl der Substrat-Molekiile auf der beschichteten Kugel weiter reduziert werden.
Auf das Zetapotential der Kugel hitte dies nach Gl 3.6 bei gleicher Oberfldchenladungs-
dichte aber keinen Einflu3. Unter diesen Voraussetzungen wire es moglich, enzymatische
Reaktionen auf molekularer Ebene zu untersuchen. Die thermischen Fluktuationen der
Kugel in der optischen Pinzetten nehmen jedoch mit kleineren Radien enorm zu. Dieser
Effekt wiirde wiederum die Sensitivitit der Methode herabsetzen (Gl. 3.26). Der Schliissel
zur Losung dieses Problems liegt vermutlich in der Optimierung aller Parameter. Dariiber
hinaus konnte die Enzymaktivitit durch hohere Ca*-Konzentrationen gesteigert werden,
um die Kinetik der Reaktion in einem sinnvollen Zeitintervall beobachten zu kdnnen. Die
Zeitauflosung der Methode von ca. einem Leistungsspektrum pro Sekunde stellte bei den
Experimenten keinen limitierenden Faktor dar. Auf Grund der Zeitskala der Enzymkinetik
war es sogar moglich, fiir jeden Datenpunkt den Mittelwert aus drei Leistungsspektren zu
bilden. Prinzipiell konnte die Zeitauflosung der Methode durch eine hohere Frequenz beim
Auslesen der Quadrantdiode bzw. eine noch effizientere Datenverarbeitung verbessert
werden (Visscher, 1999).

Prinzipiell lassen sich mit der etablierten Technik alle molekularbiologischen Prozesse
untersuchen, die zu einer Anderung der Oberflichenladung eines Partikels in der optischen
Pinzette fiihren. So wire auch die Aktivierung von PLC-f durch ein G-Protein an einer
Lipidmembran (Rhee, 2000), die Phosphorylierung von PIP, durch PI-3Kinasen (Rameh,
1999) (Stephens, 2000) oder die Phospholipase D katalysierte Hydrolyse der zwitter-
ionischen Phosphocholin-Kopfgruppe von Interesse (Sciorra, 2000). Des weiteren konnte
mit dieser Methode die Aktivitit von Polymerasen gemessen werden, die eine wichtige
Rolle bei der Replikation von DNA spielen. Dies wiirde die kovalente Bindung von ein-
strangigen DNA-Sequenzen an die Oberflache der Kugel erfordern. Die Polymerisation zu
einem neuen DNA-Strang wire mit einer Verdopplung der negativen Ladung verbunden.
AuBerdem konnte die Adsorption von Polyelektrolyten an Oberflichen studiert werden. In
diesem Fall wurden schon die ersten Experimente mit positiv geladenen Polylysin-
beschichteten Silika-Kugeln unternommen. Die Messungen haben gezeigt, dall es beim
Einstromen von Plasmid-DNA (4.7 kbp) zu einer Umladung der kationischen Oberfléche
durch die Adsorption von DNA kommt. Dariiber hinaus war die Kinetik dieses Prozesses
von der Konzentration der Plasmid-DNA abhdngig. So nahm mit zunehmender Kon-
zentration von Plasmiden im Seitenkanal die Dauer zur Umladung der kationischen
Oberflache ab. Auf Grund der definierten Ladung eines Plasmids hétte sich der Prozel3
jedoch in diskreten Schritten vollziechen miissen. Im Unterschied dazu wurde eine kon-
tinuierliche Abnahme des Zetapotentials als Funktion der Zeit gemessen. Dies ist ver-
mutlich darauf zuriickzufiihren, dafl die Plasmide bei der Kollision nur partiell an die
kationische Oberfldche binden und in einem langsameren Prozel3 auf der gesamten Lénge
adhérieren. Um diese Hypothese beweisen und quantitative Aussagen zur Umladung
kationischer Oberflichen machen zu konnen, sind jedoch noch weiterfiihrende Experi-
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mente notwendig. Mit der Laserfallen-kontrollierten Mikroelektrophorese wire es auch
moglich, fundamentale Phdnomene in kolloidalen Systemen zu studieren, wie z. B. die
Effekte der Relaxation einer elektrischen Doppelschicht. Eine Kombination einer Laser-
falle mit der Elektrophorese konnte bereits zur Untersuchung der kolloidalen Eigen-
schaften von Latex-Kugeln eingesetzt werden (Palberg, 1999). Die in dieser Arbeit ver-
wendeten lipidmembranbeschichteten Silika-Kugeln stellen ein geeignetes Modellsystem
zur Untersuchung kolloidaler Partikel dar, da sie eine glatte Oberfliche mit definierter
Oberflachenladung aufweisen.
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5 Aggregationsverhalten von Gentransfer-Komplexen

5.1 Einfiihrung

In den letzten Jahren wurden viele Anstrengungen unternommen, um die Effizienz des
Gentransfers bei der Behandlung der Mukoviszidose zu verbessern (Rosenecker, 1998). Es
handelt sich bei dieser Krankheit um eine der hdufigsten genetisch bedingten Stérungen im
Metabolismus einer Zelle, deren Ursache die Defizienz des Regulationsproteins CFTR® in
der Plasmamembran ist. Die Patienten leiden an einer lebensbedrohlichen Verschleimung
der Lunge. Mit der Klonierung des CFTR-Gens besteht nun die Moglichkeit der soma-
tischen Gentherapie (Caplen, 1994). Die Effizienzen des Gentransfers sind jedoch noch so
gering, daB3 ein klinischer Einsatz keine groflen Aussichten auf einen Erfolg hat. Ein Grund
dafiir liegt in der natiirlichen Aufgabe des respiratorischen Trakts, inhalierte Partikel aus
der Lunge zu entfernen. Auflerdem existieren noch weitere physikalische und biologische
Barrieren, die die therapeutischen Vektoren beim somatischen Gentransfer inaktivieren. In
Abb. 5.1 ist ein Querschnitt durch die Lungenepithelschicht schematisch dargestellt.

@ therapeutischer Vektor

LR o

Gel-Schicht
Zilien
Sol-Schicht

Endozytose

Ubergang
ins Zytosol

Aufnahme in
den Nukleus

Abb. 5.1: Schematische Darstellung der Lungenepithelschicht mit den verschiedenen Stadien des
somatischen Gentransfers. Die therapeutischen Genvektoren miissen viele Barrieren iiberwinden, um
das Zytoplasma der Zelle zu erreichen. Nach der Dissoziation des Komplexes kann die freigesetzte
DNA durch die Kernporen in den Nukleus gelangen.

35 CFTR (engl.): Cystic Fibrosis Transmembrane Conductance Regulator Protein.
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Die Barrieren fiir exogene therapeutische Genvektoren sind das Lungen-Surfactant®, die
Gel- und Solschicht (Mucus) mit den Zilien, die Glykokalix und die Plasmamembran. Hat
ein Gentransfer-Komplex diese Barrieren liberwunden, so kann er durch Endozytose von
der Zielzelle aufgenommen werden, bevor endosomolytische Prozesse den Ubergang des
Gentransfer-Komplexes ins Zytoplasma ermoglichen. Nach der Dissoziation des Kom-
plexes kann die freigesetzte DNA durch die Kernporen in den Nukleus gelangen.

In dieser Arbeit wurde die Wechselwirkung von synthetischen Gentransfer-Komplexen mit
einem natlirlichen Surfactant aus Rinderlungen (Alveofact) untersucht. Es haben in vitro
Experimente gezeigt, dal Alveofact den liposomalen Gentransfer inhibiert, wihrend der
polymerbasierte Gentransfer davon nicht beeintrachtigt wird (Ernst, 1999). Aus diesem
Grund sind die polymerbasierten Gentransfer-Komplexe bei der Behandlung der Muko-
viszidose von besonderem Interesse. In den folgenden Experimenten wurde Polylysin als
kationisches Polymer zur Kondensation der DNA eingesetzt (Wagner, 1992) (Lee, 1996)
(Katayose, 1997). In Abb. 5.2 sind elektronenmikroskopische Aufnahmen von DNA/Poly-
lysin-Komplexen dargestellt (Laemmli, 1975) (Wagner, 1991).

i

Abb. 5.2: Elektronenmikroskopische Aufnahmen zeigen in (A) ein Plasmid, in (B)-(D) diverse
DNA/Polylysin-Komplexe. Der Mafistab fiir die Bilder (A) und (B) hat eine Lénge von 100 nm, fiir
(C) und (D) von 50 nm (Wagner, 1991).

Nach Abb. 5.2 haben DNA/Polylysin-Komplexe keine definierte Form, bilden aber in der
Regel ringformige Strukturen unterschiedlicher Grofle. Da es im allgemeinen noch viele
offene Fragen zu den synthetischen Genvektoren gibt, werden im Rahmen dieser Arbeit
zwei Methoden beschrieben, die es ermoglichen, die physikalischen Aspekte der kolloi-
dalen Aggregation, die GroBenverteilung und die Packungsdichte von DNA/Polylysin-

36 Das Lungen-Surfactant spielt eine wichtige Rolle beim Atemzyklus, da es die Oberflichenspannung redu-
ziert und damit das Kollabieren der Alveolen verhindert.
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Komplexen zu untersuchen. Die quantitative Fluoreszenzmikroskopie ist dabei eine ge-
eignete Methode, um Grdéfen- und Intensitétsverteilungen zu bestimmen und daraus die
Zahl der Plasmide pro Komplex zu berechnen. Der Vorteil dieser Technik liegt gegeniiber
anderen Methoden in der einfachen Anwendung und der Moglichkeit, das System unter
physiologischen Bedingungen zu studieren. Mit der Spektroskopie soll der Energietransfer
von DNA/Polylysin-Komplexen gemessen und damit Aussagen iliber die Packungsdichte
sowie die innere Stabilitdt gemacht werden. AuBlerdem ist die Formation und Dissoziation
der isoelektrischen Komplexe als Funktion von monovalenten Ionen und anionischen Poly-
meren von Interesse.
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5.2 Fluoreszenzmikroskopie
5.2.1 Grundlagen der Fluoreszenz

Die Absorption und Emission von elektromagnetischer Strahlung durch einen Fluorophor
kann als ein Ubergang zwischen zwei diskreten Energiezustinden des Elektronensystems
beschrieben werden. In Abb. 5.3 sind alle relevanten quantenmechanischen Prozesse in
einem Termschema dargestellt. Fluorophore sind im allgemeinen stabile organische
Molekiile, die von Ausnahmen abgesehen, aus einer geraden Zahl von Elektronen be-
stehen. Die Molekiilorbitale werden von den Elektronen im Grundzustand S, paarweise mit
antiparalleler Orientierung des Spins besetzt (Singulett-Zustand). Mit der Absorption von
elektromagnetischer Strahlung, die nur ein Zeitintervall von 107" sec erfordert, kann das
Molekiil in hohere Singulett-Energiezustinde S; iibergehen. Auflerdem existieren zu jedem
Energieniveau des Elektronensystems mehrere dquidistante Schwingungszustinde des
Molekiils. Da die Schwingungen des Molekiils eine Periodendauer von ca. 107'% sec haben,
konnen nach dem Franck-Condon-Prinzip die Kernabstinde wéihrend der Anregung als
konstant angenommen werden. Die Relaxationszeit der hoheren Schwingungszustinde ist
im allgemeinen viel kleiner als die Lebensdauer des angeregten Singulett-Zustands S; im
Schwingungsgrundzustand. Aus diesem Grund erfolgen alle weiteren Prozesse, wie die
Fluoreszenz, die innere Konversion und die Interkombination aus dem Grundzustand der

Molekiilschwingungen (Hoppe, 1982).
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Abb. 5.3: Jablonski-Diagramm. Das Termschema zeigt die relevanten quantenmechanischen Pro-
zesse, die bei der Absorption und Emission von elektromagnetischer Strahlung eine Rolle spielen. Im
Termschema sind die energetisch niedrigsten Singulett- (S) und Triplettzustéinde (T) eines Molekiils
) bzw. strahlungslosen ( ) Ubergingen illustriert.
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88



Aggregationsverhalten von Gentransfer-Komplexen

Fluoreszenz (k) stellt die direkte Emission von elektromagnetischer Strahlung dar, bei der
das Molekiil von einem angeregten Singulett-Zustand in die verschiedenen Schwingungs-
niveaus des Grundzustands iibergehen kann. Sie ist im allgemeinen nur fiir elektronische
Ubergiinge zwischen Zustinden gleicher Multiplizitit moglich. Typische Werte fiir die
Fluoreszenzlebensdauer eines angeregten Zustandes liegen im Bereich von ca. 107 sec.

Dariiber hinaus existieren auch noch die zur Fluoreszenz konkurrierenden strahlungslosen
Prozesse. Im Fall der inneren Konversion und der Schwingungsrelaxation sind Kollisionen
des Fluorophors mit den Molekiilen des Losungsmittels fiir die Abregung des Systems
verantwortlich. Aus diesem Grund nimmt die inneren Konversion (ki) bei einer Erhdhung
der Temperatur drastisch zu, was mit einer Abnahme der Fluoreszenzintensitit des Fluoro-
phors verbunden ist. Dieser Effekt wird auch als dynamische Fluoreszenzlosung oder
dynamic quenching bezeichnet. Des weiteren kann es durch Kollisionen mit freien
Radikalen in der Losung zur Abregung des Fluorophors kommen. Molekularer Sauerstoff
und Iod-Ionen sind besonders effektive Radikale, die annidhernd bei jeder Kollision mit
einem Fluorophor zur Abregung fiihren. Die Fluoreszenzldschung (kq(Q)) ist nur von der
Diffusionskonstante und der Konzentration der Radikale in der Lésung abhingig. Da sie in
den Experimenten einen entscheidenden EinfluB3 auf das Fluoreszenzsignal haben kann,
werden in der Fluoreszenzmikroskopie oft Antioxidantien eingesetzt, die die Bildung von
freien Radikalen in der Losung minimieren. Aulerdem existiert neben der dynamischen
auch die statische Fluoreszenzloschung, bei der sich Komplexe aus Fluorophoren und
fluoreszenzloschenden Molekiilen bilden. Die Fluorophore der Komplexe gehen
unmittelbar nach der Absorption von Strahlung ohne die Emission eines Photons in den
Grundzustand zuriick (Lakowicz, 1983).

Bei der Interkombination (k;s) handelt es sich um Ubergiinge, die einen Singulett- in einen
Triplett-Zustand tiberfiihren. Im folgenden kann dieser Zustand durch Phosphoreszenz oder
innere Konversion wieder in den Singulett-Grundzustand tibergehen. Auf Grund des Inter-
kombinationsverbotes hat dieser Ubergang jedoch eine geringe quantenmechanische
Wahrscheinlichkeit. Des weiteren kann die Abregung des Singulett-Zustandes S; auch iiber
den Fluoreszenz-Resonanz-Energie-Transfer (kgr) erfolgen, wenn zwei Arten von Fluoro-
phoren existieren, die ein passendes Donor-Akzeptor-Paar darstellen. In diesem Fall trans-
feriert der Donor seine Anregungsenergie strahlungslos auf den Akzeptor. Die Rate dieses
Prozesses ist jedoch vom Abstand des Donors zum Akzeptor abhingig. Auf die
theoretischen Grundlagen des Fluoreszenz-Resonanz-Energie-Transfers wird in Kap. 5.3.1
detaillierter eingegangen.
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Die Quantenausbeute @ ist im allgemeinen durch das Verhéltnis der emittierten zu den
absorbierten Photonen des Systems definiert. Sie kann mit den entsprechenden Raten der
verschiedenen Prozesse geschrieben werden als:

K

O =
ke + ke +kis + Kk (Q) + kgr

(Gl 5.1)

Die Raten der angegebenen Prozesse beziehen sich auf den Energietransfer (ET), die Fluo-
reszenz (F), die innere Konversion (IC), die Interkombination (IS) und die Fluoreszenz-
16schung durch spezielle Molekiile (Q).

5.2.2 Quantitative Fluoreszenzmikroskopie

Aus den allgemeinen Betrachtungen von Kap. 5.2.1 folgt, da3 die Quantenausbeute der
Fluoreszenz bei einem Fluorophor von vielen Faktoren abhidngig ist. Die Quantifizierung
der Fluoreszenz gestaltet sich deshalb so kompliziert, da im Experiment alle relevanten
Parameter kontrolliert werden miissen, die einen entscheidenden Einflufl auf die Quanten-
ausbeute eines Fluorophors haben konnten. Mit dem vorliegenden experimentellen Aufbau
war es moglich, die Fluoreszenzintensitit von Gentransfer-Komplexen zu quantifizieren.

Experimenteller Aufbau:

Die Messungen erfolgten mit dem invertierten Mikroskop Axiovert 135 TV (Zeiss, Jena),
das schon in Kap. 3.1.2 detailliert beschrieben wurde. Auf Grund der Stokes-Verschiebung
zwischen dem Absorptions- und Emissionsspektrum eines Fluorophors ist es mogich, das
Anregungslicht mit einer speziellen Filterkombination von der emittierten Fluoreszenz-
strahlung zu separieren. Die Stokes-Verschiebung ist zum einen auf das Franck-Condon-
Prinzip und zum anderen auf die Reorientierung der Losungsmittelmolekiile in der Um-
gebung eines Fluorophors nach der Absorption zuriickzufiithren (Lakowicz, 1983). Ohne
dieses Phinomen wire die Fluoreszenzmikroskopie nicht denkbar.

Die emittierte Fluoreszenzstrahlung kann nur mit einer geeigneten Filterkombination
beobachtet werden, die aus einem dichroitischen Spiegel, einem Anregungs- und einem
Emissionsfilter besteht. Es wurde in dieser Arbeit ausschlieBlich der Filtersatz 10 (Zeiss,
Jena) mit den optischen Komponenten BP(450-490), FT(510) und BP(530-585) verwendet.
Der Anregungsfilter selektiert aus dem gesamten Spektrum der Strahlungsquelle nur das
Licht eines definierten Wellenldngenintervalls, das vom dichroitischen Spiegel in Richtung
des Préparats reflektiert wird. Das emittierte Fluoreszenzlicht kann im Unterschied dazu
den dichroitischen Spiegel und den Emissionsfilter passieren.

90



Aggregationsverhalten von Gentransfer-Komplexen

Strahlungsquelle des Fluoreszenzmikroskops war eine Quecksilber-Dampflampe des Typs
HBO 103 (Osram, Miinchen) mit einer maximalen Leistung von 100 W. Die Intensitét der
Lampe konnte mit einer regulierbaren Spannungsversorgung innerhalb des vorgegebenen
Intervalls auf einen konstanten Wert eingestellt werden. Das emittierte Spektrum der
Quecksilber-Dampflampe hat diskrete Linien mit einer hohen Intensitét, die eine effiziente
Anregung eines Fluorophors ermoglichen. Um das Ausbleichen der Fluorophore nach der
Aufnahme eines Fluoreszenzbildes zu verhindern, wurde ein vom Computer gesteuerter
Fotoverschluf} direkt nach der Lampe in den Strahlengang integriert.

Das verwendete Objektiv war ein Plan-Neofluar 100x 1.3 mit Ol-Immersion (Zeiss, Jena).
Die beiden Zahlen bezeichnen die laterale Vergroferung (100x) und die numerische Aper-
tur (1.3) des Objektivs. Mit dem Einsatz von Immersionsfliissigkeiten lassen sich hohere
Werte fiir die numerische Apertur erzielen und Verluste durch die Reflexion von Strahlung
an den Grenzflichen minimieren.

Bei der verwendeten CCD-Kamera (Princeton Instruments, Trenton, USA) handelte es sich
um eine 12 Bit Interline-Kamera mit 1300x1030 Pixel, die mit einer Frequenz von 5 MHz
ausgelesen werden konnte. Die elektrischen Signale der CCD-Kamera wurden mit einem
A/D-Konverter digitalisiert und in den Computer eingelesen. Des weiteren erfolgte die
Analyse der aufgezeichneten Fluoreszenzbilder mit dem Programm /PLab (Scanalytics,
Fairfax, VA, USA).

Die Montage der CCD-Kamera erfolgte am TV-Adapter auf der Unterseite des invertierten
Mikroskops (Abb. 3.1). Diese Konfiguration hat im Unterschied zur Montage der CCD-
Kamera am Binokulartubus den gro3en Vorteil, daB im Fluoreszenz-Strahlengang nur ein
minimaler Satz von optischen Komponenten vorhanden ist. Im konkreten Fall befinden
sich zwischen dem Objektiv und der CCD-Kamera nur der Fluoreszenz-Filterschieber und
die Tubuslinse des Mikroskops. Damit kann die Absorption und Streuung des emittierten
Fluoreszenzlichtes durch die optischen Komponenten im Strahlengang minimiert werden.

Digitale Bildverarbeitung:

Die Beleuchtung des Priparates in der Objektebene durch die Quecksilber-Dampflampe ist
im allgemeinen nicht vollkommen homogen. Aus diesem Grund miissen die digitalisierten
Bilder der CCD-Kamera vor einer Intensititsanalyse auf ihre inhomogene Beleuchtung
korrigiert werden. Dazu wurde das Fluoreszenzbild eines FITC?-beschichteten Deckglases
in der Objektebene mit definierter Einstellung von Apertur- und Feldblende aufgenommen.

37 FITC: Fluoreszein-5-isothiocyanat.
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Die Intensitidtsverteilung dieses Bildes korrespondiert mit dem Beleuchtungsprofil (A) der
Quecksilber-Dampflampe in der Objektebene. Dariiber hinaus erfordert die Korrektur der
inhomogenen Beleuchtung die Aufnahme des thermischen Rauschens der CCD-Kamera
(B). Die Formel zur Korrektur eines Fluoreszenzbildes (C) lautet:
Korrigiertes Bild = (A—-B) - c-B (Gl.5.2)
A-B

Das Bild des thermischen Rauschens der CCD-Kamera (B) wird vom unkorrigierten Bild
(C) und dem Beleuchtungsprofil in der Objektebene (A) subtrahiert. Mit der Division der
resultierenden Bilder (C — B) und (A — B) kann jedes Pixels auf die Intensitdtsverteilung
der einfallenden Strahlung normiert werden. Die folgende Multiplikation des Quotienten
mit dem Mittelwert von Bild (A — B) skaliert die Intensitdtswerte des normierten Bildes
wieder auf das urspriingliche Intervall.

Des weiteren kann mit der digitalen Bildverarbeitung die Intensitétsverteilung des korri-
gierten Fluoreszenzbildes analysiert werden. Das Programm [/PLab ermdglicht nun die
Markierung aller Pixel eines Bildes, deren Intensititswerte in einem bestimmten Intervall
liegen. Im folgenden werden die zusammenhdngenden markierten Bereiche eines Bildes
als Segmente bezeichnet. Auflerdem konnen mit dem Programm alle wichtigen physika-
lischen Parameter fiir jedes Segment bestimmt werden. Dazu gehoren u. a. die Intensitét,
die Fliche, die verschiedenen Momente der Intensitdtsverteilung und die entsprechenden
Standardabweichungen. Die Ergebnisse der Analyse werden fiir alle Segmente in Form
einer Tabelle abgespeichert und in das Programm /GOR geladen und ausgewertet. Das fiir
den vorliegenden Fall entwickelte Stapelverarbeitungsprogramm ermdglichte die effiziente
Analyse von umfangreichen Bildsequenzen, was ein entscheidendes Kriterium fiir eine
zuverldssige Statistik der Daten darstellt.
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5.3 Fluoreszenz-Resonanz-Energie-Transfer
5.3.1 Theoretische Grundlagen

Die Abregung eines Fluorophors kann neben den in Kap. 5.2.1 beschriebenen Prozessen
auch iiber den Fluoreszenz-Resonanz-Energie-Transfer’® (FRET) erfolgen. Dazu miissen
jedoch zwei verschiedene Populationen von Fluorophoren existieren, die ein passendes
Donor-Akzeptor-Paar darstellen. In diesem Fall transferiert der Donor D seine Anregungs-
energie strahlungslos auf den Akzeptor A. Die Rate dieses Prozesses kgt ist jedoch ent-
scheidend von der Distanz des Donors zum Akzeptor abhingig und kann nach Fermis-
Goldener-Regel geschrieben werden als (Hoppe, 1982):

Ker oo | (0,9, | V¥, ¥, (GL. 5.3)

Hierbei bezeichnen ¥, und ¥, die Wellenfunktion von Donor bzw. Akzeptor sowie V
den Wechselwirkungsoperator des Prozesses. Der Index * symbolisiert den entsprechenden
angeregten Zustand der Fluorophore. Fiir den Energietransfer ist der Operator V durch die
Dipol-Dipol-Wechselwirkung gegeben (Forster, 1946):

K|HD||HA|

I.3

V = (GL. 5.4)

Es repriasentieren p, und p, die entsprechenden elektrischen Dipolmomente sowie r die
Distanz zwischen Donor und Akzeptor. Der geometrische Faktor k beschreibt die Orien-
tierung der elektrischen Dipolmomente und folgt aus theoretischen Uberlegungen, da er
nicht direkt gemessen werden kann.

Voraussetzung fiir den Energietransfer ist die Kopplung des angeregten Donormolekiils D*
mit einem Akzeptormolekiill A im Grundzustand. In Abb. 5.4 ist der Mechanismus des
Transfers anhand eines quantenmechanischen Systems mit zwei Niveaus dargestellt. Im
ersten Fall wird die Energie iiber ein virtuelles Photon zwischen den Elektronen (1) und (2)
iibertragen. Die Ubergangswahrscheinlichkeit ist durch das Matrixelement B¢ charak-
terisiert. Beim zweiten Fall handelt es sich um einen Austausch der beiden Elektronen
zwischen Donor und Akzeptor. Der ProzeB3 mit dem Matrixelement . erfolgt jedoch nur
bei einem direkten Kontakt der beiden Elektronenhiillen und spielt fiir groBBere Distanzen
der beiden Fluorophore keine Rolle mehr. Im Zusammenhang mit der Formation und
Dekomposition von DNA-Komplexen ist fiir den Energietransfer nur die Dipol-Dipol-
Wechselwirkung von Donor und Akzeptor relevant.

3* Im folgenden auch als Energietransfer bezeichnet.
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Abb. 5.4: Darstellung der quantenmechanischen Prozesse beim Energietransfer. Die Spins der Elek-
tronen eines Zwei-Niveau-Systems sind als Pfeile angedeutet. Im oberen Teil der Darstellung ist der
Energietransfer iiber die Dipol-Dipol-Wechselwirkung, im unteren als Elektronenaustausch zwischen
Donor und Akzeptor illustriert.

Der Energietransfer als Funktion von der Distanz zwischen Donor und Akzeptor ist durch
folgende Gleichung gegeben (Forster, 1948):

R

ET =
RS +1°

(Gl. 5.5)

Hierbei sind Er der Energietransfer, r die Distanz zwischen Donor und Akzeptor und Rg
der Forsterradius. Fiir kleine Abstinde r — 0 strebt der Energietransfer zum maximalen
Wert von Eins, wihrend GI. 5.5 fiir r — oo gegen Null konvergiert. Der Forsterradius R
repésentiert die Distanz von Donor und Akzeptor, bei der der Energietransfer auf die
Halfte abgenommen hat. Die Formel zur Berechnung des Forsterradius lautet:

J D,

R = C ——, (GL. 5.6)

n

Es beschreiben J das Uberlappungsintegral, k den geometrischen Faktor der Orientierung,
@p die Quantenausbeute des Donors ohne einen Akzeptor, n den Brechungsindex des
Losungsmittels und C eine Konstante. Typische Werte fiir den Forsterradius liegen in
einem Intervall von 40 A bis 80 A. Das Uberlappungsintegral ist im allgemeinen durch die
folgende Gleichung definiert:

J = TfD(k) e (L) A d (Gl. 5.7)

Hierbei sind €,(A) der Extinktionskoeffizient des Akzeptors und f,(A) das normierte
Emissionsspektrum des Donors, fiir das bei der Integration iiber alle Wellenldngen die
Gleichung [f,(X)dr =1 gilt. Die experimentelle Bestimmung der Quantenausbeute des

94



Aggregationsverhalten von Gentransfer-Komplexen

Donors ®p und des Uberlappungsintegrals J ermoglicht nach Gl. 5.6 die Berechnung des
Forsterradius fiir das Donor-Akzeptor-Paar. Im Fall einer statistischen Verteilung der
elektrischen Dipolmomente folgt fiir das Quadrat des geometrischen Orientierungsfaktors
«* ein Wert von 2/3 (Cantor, 1980).

Es stellt sich nun die Frage, wie der Energietransfer im konkreten Fall gemessen werden
kann. Die Definition des Energietransfers ist durch den Quotienten aus der Rate des
Transfers und der Summe iiber alle mdglichen Prozesse gegeben. Aquivalent dazu ist die
Darstellung als eine Funktion der Fluoreszenz-Quantenausbeute des Donors in Ab- und
Anwesenheit des Akzeptors (Lakowicz, 1983):

E, = Ker _ 1ol (Gl. 5.8)
kET + kF + kIC + kIS + kq(Q) ID

Hierbei bezeichnen Ip die Fluoreszenzintensitit des Donors in Ab- und Ips in Anwesenheit
des Akzeptors. Die Raten der angegebenen Prozesse beziehen sich auf den Energietranfer
(ET), die Fluoreszenz (F), die innere Konversion (IC), die Interkombination (IS) und der
Fluoreszenzl6schung durch spezielle Molekiile (Q). Zur Bestimmung des Energietransfers
miissen zwei identische Experimente durchgefiihrt werden, die sich nur in einem Punkt
unterscheiden. Im ersten Fall erfolgen die Messungen der Fluoreszenzintensitit des Donors
mit Akzeptor und im zweiten Fall an einem Préparat ohne Akzeptor.

5.3.2 Fluoreszenzspektrometer

Die Messungen der Emissions- und Absorptionsspektren erfolgten mit einem Spektrometer
von SPEX-Industries (Edison, New Jersey, USA), das mit den entsprechenden Kompo-
nenten in Abb. 5.5 schematisch dargestellt ist. Eine Quecksilber-Dampflampe mit einer
Leistung von 450 W wurde als intensive Strahlungsquelle eingesetzt. Das Spektometer ist
mit zwei motorisierten Monochromatoren ausgestattet, die unabhéngig voneinander auf
eine bestimmte Wellenldnge eingestellt werden konnen. Monochromatoren ermdglichen
die spektrale Aufspaltung durch Beugung von elektromagnetischer Strahlung an einem
Parallelstrichgitter. Mit der Rotation des Gitters kann aus dem Spektrum eine bestimmte
Wellenldnge auf den Austrittsspalt abgebildet werden. Die spektrale Auflosung der Mono-
chromatoren hatte im konkreten Fall einen Wert von ca. 0.2 nm. Dabei kompensiert der z-
formige Strahlengang die Abbildungsfehler der beiden konkaven Spiegel (Hecht, 1991).

Nach dem Anregungsmonochromator trifft der Strahl in der Probenkammer auf die Kii-
vette mit dem Préparat. Die Detektion des emittierten Fluoreszenzlichtes erfolgt in diesem
Fall orthogonal zur Richtung des einfallenden Strahls. Ein weiterer Monochromator ist flir
die spektrale Aufspaltung der emittierten Strahlung verantwortlich. Der am Emissions-
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monochromator montierte Photomultiplier (PM) detektiert die ankommenden Photonen,
die liber ein bestimmtes Zeitintervall integriert werden. Die gemessene Rate korrespondiert
zur Intensitdt der Fluoreszenz pro Wellenldangenintervall und wird in den physikalischen
Einheiten von [sec' nm '] angegeben. Aullerdem reflektiert ein Strahlteiler aus Quartz-
Glas einen Teil des Anregungslichtes in Richtung einer Referenzkiivette, die mit einer
konzentrierten Rhodamin-Lésung gefiillt ist. Ein weiterer Photomultiplier detektiert das
Referenzsignal, das zur Korrektur von Schwankungen der Quecksilber-Dampflampen-
Intensitéit herangezogen wird.

Referenz-

T T ; Emissions-
}\-\ /| Spiegel ktivette monochromator
(S T T
H
Lampe by /|
P OEAVE
AU
: /'/ \ £ i
iV
| Ll
Anregungs- Probenkammer | /'/ \\" PM
monochromator mit Kiivette N

Abb. 5.5: Schematische Darstellung eines Spektrometers. Die temperierbare Probenkammer ist an
einem Magnetrithrer angeschlossen. Damit konnen bei den Titrationsmessungen Konzentrations-
gradienten in der Kiivette vermieden werden.

Mit einem Spektrometer konnen Emissions- und Absorptionsspektren aufgenommen
werden. Die Aufzeichnung eines Emissionsspektrums erfordert das Positionieren des
Anregungsmonochromators auf eine bestimmte Wellenldnge, wéhrend der Emissions-
monochromator ein vorgegebenes Wellenldngenintervall abrastert. Bei der Aufnahme
eines Absorptionsspektrums sind die Verhéltnisse genau umgekehrt. Ein Computer mit
dem installierten Programm DM 3000 F ermdglichte die elektronische Steuerung aller
Komponenten des Spektrometers, die Datenerfassung und die Darstellung der Resultate
auf dem Monitor. Des weiteren war der Kiivettenhalter der Probenkammer mit einem
Magnetriihrer ausgestattet. Das stidndige Riihren der Losung wéhrend der Messung ver-
hinderte bei der Titration von Substanzen die Bildung von Konzentrationsgradienten in der
Kiivette. Dariiber hinaus konnte die Temperatur der Kiivette in der Probenkammer
wiéhrend des Experimentes auf einem konstanten Wert gehalten werden. Damit war es
moglich, den Einflul der Temperatur auf die Fluoreszenz der Fluorophore in Ldsung

auszuschlieBen.

96



Aggregationsverhalten von Gentransfer-Komplexen

5.4 Material und Praparation
5.4.1 Polymere
Desoxyribonukleinséiure (DNA):

Es handelt sich bei der DNA um ein lineares anionisches Polymer, das fiir die Kodierung
der genetischen Information in einer Zelle verantwortlich ist. Die monomeren Bausteine
der DNA sind die sogenannten Nukleotide, die aus einer organischen Base, einem Zucker-
Molekiil (Desoxyribose) und mindestens einer Phosphatgruppe bestehen. Im allgemeinen
lassen sich vier verschiedene organische Basen unterscheiden, die mit Adenin (A), Thymin
(T), Cytosin (C) und Guanin (G) bezeichnet werden. Die Nukleotide sind {iber Phospho-
diester-Bindungen kovalent zu einem linearen Polymer verbunden (Primérstruktur). Im
Fall der DNA bilden zwei komplementédre Polynukleotid-Sequenzen durch Basenpaarung
einen gewundenen Doppelstrang, der im allgemeinen eine rechtsdrehende Helix darstellt
(Sekundérstruktur). Prinzipiell konnen nur Adenin und Thymin bzw. Cytosin und Guanin
tiber Wasserstoffbriickenbindungen eine Basenpaarung eingehen. Da die Phosphatgruppen
der DNA in wisserigen Losungen bei einem neutralen pH-Wert dissoziieren, tragen die
Basenpaare eine zweifach negative Ladung.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde fiir ein Basenpaar (bp) ein mittleres Molekulargewicht
von M; =660 angenommen. Die quantitative Fluoreszenzmikroskopie erfolgte mit den
speziellen Plasmiden pEGFP von Clontech (Palo Alto, CA, USA), die aus einer definierten
Sequenz von Nukleotiden mit einer Lange von 4.7 kbp bestehen. AuBBerdem wurden die
Plasmide fiir die Untersuchungen der Transfektionseffizienz von Gentransfer-Vektoren an
humanen Epithelzellen der Lunge eingesetzt. Im allgemeinen sind Plasmide zirkulédre
DNA-Molekiile, die im Nukleus einer Zelle in verschiedenen Konformationen und Langen
vorkommen. Das Plasmid pEGFP kodiert ein griin fluoreszierendes Protein®, das die
Ribosomen im Zytoplasma nach der Transkription synthetisieren. Die Expression dieses
Proteins in der Zelle kann mit Hilfe der Fluoreszenzmikroskopie visualisiert werden. Da
die Messung des Energietransfers im Spektrometer eine erhebliche Menge an Reagenzien
erfordert, wurde in den Experimenten Kalbs-Thymus-DNA mit einer Ldnge von mindes-
tens 30 kbp verwendet (Sigma-Aldrich, Deisenhofen). Im allgemeinen ist die Lagerung der
DNA in wisserigen Losungen mit 10 mM TRIS, 500 uM EDTA und pH =8 bei einer
Temperatur von —20 °C iiber einen ldngeren Zeitraum moglich.

¥ Im Englischen auch als Green Fluorescent Protein (GFP) bezeichnet.
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Poly-L-Lysin:

Poly-L-Lysin ist ein kationisches Polymer mit einer linearen molekularen Struktur, das in
der somatischen Gentherapie zur Kondensation von DNA eingesetzt werden kann. Das
Monomer des Makromolekiils ist die Aminosdure Lysin mit ihrer hydrophilen und positiv
geladenen Seitenkette. Die Aminosduren werden bei der Synthese des Makromolekiils iiber
Peptidbindungen zu einem linearen Polymer verbunden. Abb. 5.6 zeigt die chemische
Struktur von Poly-L-Lysin in wésseriger Losung unter neutralen Bedingungen. In diesem
Fall liegen die primédren Amine der Seitenketten hauptséchlich im protonierten Zustand vor
(pK =10.2). Des weiteren hat Lysin in Relation zu allen anderen Aminosiuren eine der
langsten Seitenketten (Tang, 1997). Die beiden Spiegelbilder der Aminosduren werden auf
Grund der Chiralitét als L- und D-Isomere bezeichnet. Da Proteine generell nur aus den L-
Isomeren der Aminosduren bestehen, wird im folgenden auf das Symbol des Isomers im
Namen des Polymers verzichtet (Stryer, 1995).

In den Experimenten zur quantitativen Fluoreszenzmikroskopie wurde Polylysin-Hydro-
bromid mit einem Molekulargewicht von maximal 10°kD verwendet (Fluka, Neu-Ulm).
Dies entspricht unter Beriicksichtigung des Molekulargewichts fiir Lysin von M; =209
einem Polymer mit ca. 50 Monomeren. Daneben erfolgten die Messungen des Energie-
transfers im Spektrometer mit fluoreszenzmarkiertem Polylysin. Dazu wurden ca. 1.3
FITC-Molekiile pro 100 Monomere kovalent an die Seitenketten des Polymers gebunden
(Christian Plank, Klinikum Rechts der Isar, Technische Universitit Miinchen). Das
kationische Polymer kann in wisseriger Losung einige Tage bei 4 °C und mehrere Monate
bei —18 °C aufbewahrt werden.

NH, " NH, " NH, " NH, " NH, " NH, "
o9 H o9 HoQ HoQ oo 9 oo 9
ANANAUNANANANAUNANAUNANGAUN Ay -
) ) ) ) ) )
NH, " " NH, " NH, " NH, " NH, "

NH,
Abb. 5.6: Chemische Struktur von Poly-L-Lysin. Die primidren Amine der Seitenketten liegen in
wisseriger Losung unter neutralen Bedingungen hauptséchlich im protonierten Zustand vor.
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5.4.2 Alveofact

Alveofact (Boehringer, Ingelheim) ist ein natiirliches Surfactant aus Rinderlungen, das in
der Medizin zur Behandlung des neonatalen Atemnot-Syndroms eingesetzt wird. Das
Surfactant besteht aus verschiedenen Lipiden (90%), Proteinen (8%) und Kohlenhydraten
(ca. 2%). Dabei setzen sich die Lipide hauptsdchlich aus dem zwitterionischen Phospha-
tidylcholin (80%) und dem negativ geladenen Phosphatidylglycerol (12%) zusammen. Bei
den Surfactant-Proteinen (SP) sind die Formen A, B, C und D bekannt, die sich in der
rdumlichen Struktur, den chemischen Eigenschaften und der physiologischen Funktion
unterscheiden. SP-A initiiert bei der Kontraktion der Alveolen die Bildung von lamellaren
Strukturen im Surfactant. Sie stellen ein extrazelluldres Reservoir von Surfactant in den
Alveolen dar. Im Unterschied dazu reduzieren SP-B und SP-C die Oberflachenspannung,
indem sie die lamellaren Strukturen des Surfactants bei der Expansion der Alveolen auf-
16sen. Damit kann sich das Surfactant an die variierende Oberfliche der Alveolen beim
Ein- und Ausatmen anpassen. Nach der Prédparation von Alveofact sind nur noch die
hydrophoben Surfactant-Proteine SP-B und SP-C in der Suspension enthalten. Das Produkt
kann in Form eines Pulvers oder in Losung mit einem mittleren Molekulargewicht von
M, =760 bezogen werden (Boehringer, 1998).

5.4.3 Fluorophore

Die delokalisierten Elektronen in den konjugierten Doppelbindungen von bestimmten
chemischen Gruppen sind fiir die Fluoreszenz von vielen Fluorophoren verantwortlich
(Lakowicz, 1983). So handelt es sich auch bei den Farbstoffen der TOTO-Serie, zu denen
auch die Derivate von BOBO gehoren, um symmetrische positiv geladene Cyanin Dimere
mit delokalisierten n-Elektronen. Sie haben eine hohe Affinitdt zu Nukleinsduren und
interkalieren in die Doppelhelix der DNA (Abb. 5.8). Im Rahmen dieser Arbeit wurden zur
Markierung der DNA die Fluorophore BOBO und TOTO von Molecular Probes* (Eugene,
Oregon, USA) verwendet. Die Markierung von Polylysin erfolgte durch die kovalente
Bindung von FITC*' an die Seitenketten des Polymers. FITC zeichnet sich durch seine
hohe Quantenausbeute in neutralen und alkalischen Losungen aus. In Abb 5.7 sind die
Absorptions- und Emissionsspektren von Polylysin-gebundenem FITC und DNA-
interkaliertem BOBO dargestellt. Sie wurden mit dem in Kap. 5.3.2 beschriebenen
Spektrometer unter den experimentellen Pufferbedingungen gemessen. Die Fluorophore
FITC und BOBO stellen ein ideales Donor-Akzeptor-Paar fiir die Experimente zum Ener-

% Es handelt sich um die Derivate BOBO-3 und TOTO-1.
1 FITC: Fluoreszein-5-isothiocyanat.
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gietransfer dar. So liegen die Absorptions- und Emissionsmaxima von FITC und BOBO
bei den Wellenldngen A =490 nm, 515 nm, 570 nm und 604 nm.

1.0
08 FITC BOBO
0.6
0.4 —

0.2 —

normierte Intensitét [a. u.]

0.0

| | | | |
400 450 500 550 600 650 700

Wellenldnge [nm]

Abb. 5.7: Gemessenes Absorptions- und Emissionsspektrum der Fluorophore FITC und BOBO, die in
den Experimenten zum Energietransfer ein passendes Donor-Akzeptor-Paar bilden. Das Uber-
lappungsintegral des Emissionsspektrums von FITC mit dem Absorptionsspektrum von BOBO stellt
einen wichtigen Parameter fiir die Berechnung des Forster-Radius R dar.

Die Interkalation von BOBO oder TOTO in die Doppelhelix der DNA ist mit einer Zu-
nahme der Fluoreszenzintensitit verbunden. Der Effekt ist darauf zuriickzufiihren, daf} die
Rotation von bestimmten chemischen Gruppen der Cyanin Dimere durch die Interkalation
eingeschrinkt ist (Spielmann, 1995). Das Diagramm in Abb. 5.8 zeigt die auf das
Emissionsmaximum normierte Fluoreszenzintensitit von ungebundenem (A) in Relation
zu interkaliertem BOBO (B) unter definierten experimentellen Bedingungen. Die Fluores-
zenz nimmt bei der Interkalation von BOBO mindestens um den Faktor 100 zu. Aus
diesem Grund spielt in den Experimenten die Fluoreszenz der ungebundenen Fluorophore
in der Losung keine Rolle. Des weiteren ist in Abb. 5.8 die 3-dimensionale Struktur eines
DNA-BOBO-Komplexes illustriert. Die symmetrischen Cyanin Dimere von BOBO und
TOTO ordnen sich dabei parallel zu den Basenpaaren an. Das Mischen des Farbstoffs mit
der DNA erfolgte immer in verdiinnten wésserigen Losungen im Volumenverhéltnis von
1:1. Um den ProzeB3 der Interkalation zu beschleunigen, wurde die Losung fiir 5 min bei
50 °C und fiir weitere 20 min bei Raumtemperatur inkubiert. Die DNA kann maximal mit
einem TOTO- bzw. BOBO-Molekiil pro fiinf Basenpaaren markiert werden.

100



Aggregationsverhalten von Gentransfer-Komplexen

—_
(e
]

§

<
)
]

<
o
]

e
~
|

normierte Intensitdt [, (604 nm)
<
\S]
|

o
o
]

Abb. 5.8: Im Diagramm ist die normierte Fluoreszenzintensitdt von ungebundenem (A) in Relation zu
interkaliertem BOBO (B) dargestellt. Die Fluoreszenz nimmt bei der Interkalation von BOBO
mindestens um den Faktor 100 zu. Des weiteren ist die 3-dimensionale Struktur eines DNA-BOBO-
Komplexes illustriert.

5.4.4 Priaparation der DNA-Komplexe

Die Aggregation von DNA mit kationischen Polymeren oder Lipiden erfolgte immer in
deionisierten wisserigen Losungen (Millipore, Eschborn, Deutschland) bei hohen Verdiin-
nungen im mikromolaren Bereich. Dabei wurden immer die kationischen Substanzen der
fluoreszenzmarkierten DNA im Volumenverhéltnis 1:1 zugegeben und die Losung flir
20 min bei Raumtemperatur inkubiert. Nach der Aggregation in deionisiertem Wasser
wurden die experimentellen Pufferbedingungen eingestellt und mit der Messung nach einer
weiteren Inkubation von 10 min begonnen. Mit der quantitativen Fluoreszenzmikroskopie
konnte der Effekt von Lungen-Surfactant auf die GroéBenverteilung von Gentransfer-
Komplexen untersucht werden. Dazu wurde den Komplexen nach der Aggregation in
deionisiertem Wasser eine mit Ultraschall homogen verteilte Suspension aus Alveofact
zugesetzt. Nach dem Einwirken des Surfactants fiir 10 min erfolgte die 10000-fache
Verdiinnung der Losung mit dem im Experiment verwendeten Puffer aus 100 mM NacCl,
10 mM HEPES und 2 mM Ascorbinsdure als Antioxidationsmittel. Bei den Messungen
ohne Surfactant wurde lediglich ein entsprechendes Volumen an Puffer zugegeben. Da die
Komplexe in wisseriger Losung kein stabiles kolloidales System darstellen, miissen sie vor
jeder Messung neu hergestellt werden. In den Experimenten zum Energietransfer wurden
Gentransfer-Komplexe am isoelektrischen Punkt und in der quantitativen Fluoreszenz-
mikroskopie mit zweifacher positiver UberschuBladung (n,= 2 n_) untersucht.
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5.5 Theoretische Grundlagen der kolloidalen Aggregation

Im allgemeinen bestimmen die Wechselwirkungen zwischen den kolloidalen Teilchen die
physikalischen Grundlagen der Aggregation. Eine wichtige Rolle spielt in diesem Fall die
elektrostatische Wechselwirkung, da die Partikel eines Kolloids in der Regel gleichartig
geladene Objekte darstellen, die von einer diffusen elektrischen Doppelschicht umgeben
sind (Kap. 3.2.1). Die geladenen Teilchen unterliegen aullerdem der thermischen Be-
wegung und erfahren bei der gegenseitigen Anndherung eine repulsive elektrostatische
Kraft. Fiir zwei sphédrische Teilchen mit einem Abstand r und einem Oberflichenpotential
y, kann die elektrostatische Wechselwirkungsenergie Wr ndherungsweise geschrieben
werden als (Israelachvili, 1985):

T

A
We(r) = 2nRe g p2) e (Gl. 5.9)

Hierbei sind R der Radius der beiden spharischen Teilchen, €, die relative Permeabilitit, g,
die Influenzkonstante und A, die Debye-Hiickel-Abschirmlinge. Allerdings gilt Gl. 5.9
nur flir geladene Teilchen mit kleinen Oberflichenpotentialen (<25mV). Im Unterschied
zu den repulsiven elektrostatischen Kriften ist die attraktive Van-der-Waals-Wechselwir-
kung die Ursache fiir die irreversible Aggregation von kolloidalen Teilchen, bei der sich
Komplexe mit einer fraktalen Struktur bilden. Die Wechselwirkungsenergie W, zwischen
den zwei sphirischen Teilchen ist als Funktion ihres Abstandes durch die folgende Formel
gegeben (Israelachvili, 1985):

A-R
r

Wi() = - é (Gl. 5.10)

Es bezeichnen A die Hamaker-Konstante und R den Radius der beiden sphiarischen Teil-
chen. Im Rahmen der DLVO-Theorie* wird die Summe aus der elektrostatischen und der
Van-der-Waals-Wechselwirkung betrachtet, um quantitative Aussagen {iber die Stabilitét
von kolloidalen Systemen machen zu konnen. Generell dominieren zwischen den Teilchen
fiir niedrige Ionen-Konzentrationen und hohen Oberflichenpotentialen langreichweitige
repulsive elektrostatische Krifte. Die attraktiven Van-der-Waals-Krifte sind nur fiir kleine
Abstinde von Bedeutung. Eine Aggregation der kolloidalen Teilchen ist also nur dann
moglich, wenn sie bei der Kollision die erforderliche kinetische Energie haben, um die
Potentialbarriere iiberwinden zu konnen. Im Fall einer hohen Barriere (>10 k T ) fithren die
Kollisionen der Teilchen nur mit einer extrem kleinen Wahrscheinlichkeit zur Bildung

eines Komplexes. Kolloidale Losungen stellen unter diesen Voraussetzungen eine zeitlich
stabile Suspension dar (Hunter, 1981).

*2 Es handelt sich hier um eine von Derjaguin, Landau, Verwey und Overbeek entwickelten Theorie.
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Eine Erhohung der Ionen-Konzentration ist mit einer Abnahme der Potentialbarriere zwi-
schen den geladenen Teilchen verbunden. Des weiteren bildet sich ein zweites Minimum
im Potential vor der Barriere aus. Die kolloidalen Teilchen kdnnen mit ihrer thermischen
Energie die Potentialbarriere nach endlich vielen Kollisionen iiberwinden. Die Koagulation
der kolloidalen Teilchen ist unter diesen Voraussetzungen ein langsamer ProzeB3, der als
reaktionslimitierte Aggregation (RLA) bezeichnet wird. Uberhalb einer kritischen Ionen-
Konzentration® und einem verschwindenden Oberflachenpotential existiert zwischen den
kolloidalen Teilchen ein langreichweitiges attraktives Van-der-Waals-Potential. In diesem
Fall setzt eine spontane Koagulation des Kolloids ein, bei der jede Kollision von Teilchen
in einer Aggregation resultiert. Es handelt sich bei dieser Form der Koagulation um die
sogenannte diffusionslimitierte Aggregation (DLA). Die Kinetik der Aggregation ist nur
durch die Diffusionszeit der Teilchen zwischen den Kollisionen limitiert (Lin, 1989).

Die kolloidale Aggregation beginnt in der Regel mit einer Suspension aus monodispersen
Teilchen, die im folgenden auch Monomere genannt werden. Es entstehen mit der Zeit
kleinere Komplexe, die durch Brownsche Bewegung in der Losung diffundieren und bei
Kollision immer grofere Komplexe bilden konnen. Dieses Prinzip der Koagulation wird
im allgemeinen als cluster-cluster aggregation** bezeichnet. Die Kinetik der irreversiblen
kolloidalen Aggregation kann mit der Smoluchowski-Koagulations-Gleichung beschrieben
werden (Broide, 1990):

de 1 S
] ks a ke @51

i+j=n i=1

Hierbei ist ¢, mit n € N die Konzentration der Komplexe, die aus n Monomeren bestehen.
Des weiteren definieren die Koeffizienten k;; mit 1, j € N die Raten® der Aggregation, bei
der zwei Partikel aus 1 und j Monomeren zu einem Komplex fusionieren. Die erste Summe
in GIL 5.11 bedeutet die Bildung von Komplexen mit n Monomeren, wihrend die zweite
Summe die Formation von groferen Komplexen darstellt. Im folgenden ist es sinnvoll, mit
den Beziehungen X, =c,/c,, tT=t/ty und K= 2k;;/ky; dimensionslose Variable
einzufiihren. Dabei bezeichnen die Parameter c¢,=) " nc, die gesamte Konzentration
von Monomeren in Losung und t,,, =2 /co ki, die charakteristische Zeit des kolloidalen
Systems. Die analytischen Losungen der Smoluchowski-Koagulations-Gleichung zeigen
fiir groBe Werte von n und t ein dynamisches Skalenverhalten. Das bedeutet im konkreten
Fall, daB die zeitabhingige normierte GroBenverteilung der Komplexe X,(t) in eine zeit-
invariante Skalenfunktion transformiert werden kann. Fiir die beiden Prozesse DLA und

* Im Englischen auch als critical coagulation concentration bezeichnet.

* Im Unterschied dazu existieren auch noch andere Prozesse der Aggregation. So kénnen z. B. bei der (engl.)
particle-cluster aggregation nur einzelne Partikel in der kolloidalen Ldsung diffundieren und mit den
grofleren quasistationdren Komplexen aggregieren.

* Im Englischen auch als kernel bezeichnet.
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RLA ist die dynamische Skalierung ndherungsweise durch die folgende Formel gegeben
(Broide, 1990):

(GL. 5.12)

Es sind X,(t) die normierte GroBenverteilung der Komplexe als Funktion der Zeit und
®(x) die Skalenfunktion mit dem Argument x =n/s. Des weiteren ist die Variable s von
der mittleren Zahl der Monomere pro Komplex (n) abhédngig. Im allgemeinen lassen sich
aus der Form der Skalenfunktion prinzipielle Aussagen iiber das Aggregationsverhalten
des kolloidalen Systems machen. Die Kinetik der Aggregation folgt aus der zeitlichen
Entwicklung der mittleren Zahl von Monomeren pro Komplex (n).

Im Fall von DLA hat die Skalenfunktion ®(x) in der log-log-Darstellung die Form einer
Glockenkurve mit einem Maximum bei x ~0.1. AuBerdem existiert fiir t >>1 zwischen
den folgenden GroBen eine direkte Proportionalitit: s oc (n) oc t . Die charakteristische Zeit
des kolloidalen Systems ist fiir DLA durch die Formel t,,, =31/4kTc, definiert, wobei
n die Viskositit der Suspension, k die Boltzmann-Konstante, T die absolute Temperatur
und ¢, die gesamte Konzentration von Monomeren in der Losung bedeuten. Des weiteren
kann die Skalenfunktion fiir x >>1 in erster Ndherung durch die Funktion ®(x)oce ™
mit dem Parameter ¢ beschrieben werden. Fiir die RLA gelten im Unterschied dazu die
Bezichungen (n)oc t und s o (n)?. Die Skalenfunktion ist in diesem Fall fiir x <<1 durch
die Formel @ (x)oc x * mit T~1.5 gegeben. Diese algebraische Funktion entspricht in der

log-log-Darstellung einer Geraden mit der Steigung des Exponenten — 1t (Broide, 1990).
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5.6 Resultate

5.6.1 Quantitative Fluoreszenzmikroskopie

Mit der Methode konnen die fluoreszenzmarkierten Partikel eines verdiinnten kolloidalen
Systems mit hoher Auflésung abgebildet und die Intensititsverteilung des aufgezeichneten
Bildes analysiert werden (Abb. 5.9). Voraussetzung fiir die optische Abbildung ist jedoch
die Immobilisierung der Partikel auf einer Glasoberfliche. Dazu wurde ein definiertes
Volumen der Suspension mit einer Konzentration im pikomolaren Bereich in eine Kammer
mit diinnem Glasboden gegeben. Die kolloidalen Partikel in unmittelbarer Ndhe zum Glas-
boden konnen durch Diffusion auf der Oberfliche adhérieren. Mit der Intensitdtsanalyse
dieser Bilder lassen sich Aussagen iiber das Aggregationsverhalten, die Groenverteilung
und die Stabilitdt von verdiinnten kolloidalen Systemen unter physiologischen Bedin-
gungen machen.

Abb. 5.9: Abbildung von fluoreszenzmarkierten Plasmiden auf einer Glasoberfliche unter physio-
logischen Bedingungen.

Nach den Erlduterungen von Kap. 5.2.1 ist die Quantenausbeute eines Fluorophors von
vielen Faktoren abhiingig. So kénnen Anderungen in der Umgebung eines Fluorophors
drastische Auswirkungen auf die Fluoreszenzintensitét haben. Dies gilt im besonderen flir
die Kondensation von fluoreszenzmarkierter DNA mit kationischen Substanzen. In diesem
Fall kommt es zu einer Fluoreszenzloschung o des gebundenen Fluorophors. Dabei ist die
Definition dieses Parameters durch die folgende Formel gegeben:

I
Fluoreszenzloschung = — 22— (5.13)

Komplex

Hierbei bezeichnen Iy, die Intensitét der fluoreszenzmarkierten ungebundenen DNA und
Ikompiex die Intensitét der kondensierten DNA. Die Fluorszenzloschung ist fiir die Berech-
nung der Zahl der Plasmide pro Gentransfer-Komplex von entscheidender Bedeutung. Sie
wurde fiir DNA/Polylysin-Komplexe (n,=2n_) mit dem Spektrometer in 100 mM NacCl,
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10 mM HEPES und 2 mM Ascorbinsdure bestimmt. In Abb. 5.10A ist das Emissions-
spektrum von TOTO-markierter DNA mit dem Verhdltnis bp/ TOTO von 10:1 vor und
nach der Kondensation mit Polylysin dargestellt. Die Emissionsspektren wurden unter den
gleichen Pufferbedingungen mit und ohne Alveofact (¢ =0.5pg/pl) aufgenommen. Fiir
die entsprechende Fluoreszenzl6schung ergaben sich Werte von o =3.38 bzw. o =4.81.
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Abb. 5.10: (A) Emissionskurven von TOTO-markierter DNA vor und nach der Kondensation mit
Polylysin (n.=2n_). In (B) sind die korrespondierenden flachennormierten Emissionsspektren aus
(A) dargestellt.

Das Kondensieren von fluoreszenzmarkierter DNA ist mit einer Abnahme der emittierten
Intensitit verbunden, was aber keinen grofen Einfluf auf die Form des Spektrums hat
(Abb. 5.10B). Um das Aggregationsverhalten von DNA/Polylysin-Komplexen quantitativ
untersuchen zu konnen, muf} eine Verdrangung des interkalierten Fluorophors bei der
Kondensation der DNA ausgeschlossen werden. Hétte nun das kationische Polymer eine
deutlich hohere Affinitdt zur DNA als der Fluorophor, dann wire eine Interkalation nach
der Kondensation kaum mehr mdglich. Um diese Frage beantworten zu kénnen, wurden
die folgenden Experimente am Spektrometer durchgefiihrt. Im ersten Fall wurde die DNA
mit BOBO im Verhiltnis bp/BOBO von 20:1 markiert und dann mit Polylysin zu iso-
elektrischen Komplexen kondensiert. Das Fluoreszenzsignal von BOBO konnte wéhrend
der Formation der Komplexe als Funktion der Zeit gemessen werden (Abb. 5.11). Die
Intensitdt nahm auf Grund der Kondensation kontinuierlich ab und erreichte nach ca.
30 min ein Plateau. Beim zweiten Experiment wurde die unmarkierte DNA zuerst kon-
densiert und fiir 20 Minuten bei 25 °C inkubiert. Anschlieend erfolgte die Zugabe des
Fluorophors in die Kiivette. Das Fluoreszenzsignal stieg kontinuierlich auf das gleiche
Niveau wie im ersten Experiment an. Die ersten Sekunden der Messungen konnten auf
Grund des Pipettiervorganges nicht aufgenommen werden. Obwohl die Suspension mit
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einem Magnetrithrer permanent gemischt wurde, stellte sich erst kurze Zeit nach dem
Pipettiervorgang eine homogene Konzentration in der Kiivette ein.

450x10°
—— (DNA + BOBO) + Polylysin
Te 400 — —— (DNA + Polylysin) + BOBO
=)
L, 350 -
o
3
& 300 —
250 —
1 1 T 1 1 T Tt T T© T T 1
0 400 800 1200 1600 2000 2400
Zeit [s]

Abb. 5.11: Fluoreszenzsignal von BOBO als Funktion der Zeit. Der Fluorophor wurde vor und nach
der Kondensation der DNA mit Polylysin zugegeben.

Der Fluorophor kann also auch nach der Kondensation in die DNA interkalieren. Ein
weiteres Experiment soll demonstrieren, dall es zu keiner bedeutenden Verdringung aus
dem Komplex gekommen ist. Hétte eine Verdrangung aus den DNA/Polylysin-Komplexen
stattgefunden, dann wiirde ungebundenes BOBO in der Losung diffundieren. Die Kom-
plexe lassen sich jedoch im Unterschied zum ungebunden BOBO-Molekiil durch Ultra-
zentrifugation von der Losung abtrennen. Aus diesem Grund wurde im Spektrometer die
Fluoreszenz des Uberstandes bestimmt. Der gemessene Wert lag ca. 300-fach unterhalb
der Intensitdt von fluoreszenzmarkierter freier DNA. Fir den Fall, da3 es sich bei dem
gemessenen Fluoreszenzsignal um ungebundenes BOBO handelt, hitte sich bei der Zugabe
von unmarkierter DNA die Intensitdt hundertfach erhohen miissen. Das Fluoreszenzsignal
hatte jedoch nur um den Faktor 1.9 zugenommen. Dies wiirde einer Verdrdngung von nur
ca. 0.7% des interkalierten Fluorophors bei der Kondensation entsprechen.

107



Aggregationsverhalten von Gentransfer-Komplexen

Fluoreszenzkugeln:

Die Fluoreszenzkugeln wurden als ein Referenzstandard eingesetzt, um alle Experimente
iiber einen ldngeren Zeitraum miteinander vergleichen zu kénnen. Dariiber hinaus sind sie
zur Optimierung der Einstellungen des Mikroskops und der CCD-Kamera hilfreich. Die
Fluoreszenzkugeln bestehen in der Regel aus Latex und sind mit einer definierten Zahl von
Fluorophoren versetzt. Aulerdem zeichnen sie sich dadurch aus, dal3 sie bei intensiver
Beleuchtung des Priparates durch die Quecksilber-Dampflampe kaum ausbleichen. Die
Fluoreszenzkugeln sind kommerziell in unterschiedlichen GréBen und Intensititen fiir
verschiedene Spektralbereiche erhéltlich (Molecular Probes, Eugene, Oregon, USA). Im
konkreten Fall wurden carboxylierte Latex-Kugeln mit einem Emissionsmaximum bei
515 nm, einem Durchmesser von 500 nm und einem Fluoreszenz-Aquivalent von 2-10°
FITC-Einheiten verwendet (Abb. 5.12).

Abb. 5.12: Fluoreszenzkugeln aus Latex mit einem Durchmesser von 500 nm und einem Fluoreszenz-
Aquivalent von 2-10° FITC-Einheiten auf einer Glasoberfliche. Sie dienen als Referenzstandard, um
verschiedenen Experimente miteinander vergleichen zu kdnnen.

Im folgenden wurden bei der Analyse der Bildsequenzen die gesamte Fluoreszenzintensitét
fur jedes Segment ... [(X,y) bestimmt. Es werden dabei alle Fluoreszenzkugeln, die
einen zu geringeren Abstand voneinander haben, von der digitalen Bildverarbeitung als ein
Objekt angesehen. Das Balkendiagramm in Abb. 5.13 gibt die Haufigkeitsverteilung der
ermittelten Intensitdt pro Segment wieder.
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Abb. 5.13: Intensitdtsverteilung von Fluoreszenzkugeln. Es ist die normierte Haufigkeitsverteilung als
Funktion der Intensitit pro Segment dargestellt. Die Maxima entsprechen der Intensitit von einzelnen
Fluoreszenzkugeln und Konglomeraten aus mehreren Kugeln.

Das hochste Maximum im Diagramm von Abb. 5.13 korrespondiert mit der mittleren
Intensitét einzelner Fluoreszenzkugeln. Die weiteren Maxima reprasentieren Konglomerate
aus zwel, drei und mehr Kugeln, da die mittlere Intensitit der entsprechenden Segmente
ganzzahlige Vielfache voneinander sind.
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Plasmide:

Ein wichtiges Ziel in dieser Arbeit war die Bestimmung der Zahl der Plasmide pro Gen-
transfer-Komplex. Dazu wurde die Fluoreszenzintensitit von TOTO-markierten Plasmiden
(pEGFP) mit einem Verhéltnis bp/ TOTO von 10:1 gemessen. Zur Abbildung der Plas-
mide mit dem Mikroskop war ihre Adhésion auf einer negativen geladenen Glasoberfliche
notwendig. Dies konnte durch eine Beschichtung der gereinigten Deckgliser’® mit BSA*
oder anderen Substanzen erreicht werden. Im folgenden wurde die Losung mit den
fluoreszenzmarkierten Plasmiden zugegeben und fiir 5 min inkubiert. Nach der Adhésion
erfolge das Spiilen (5x) der Kammer, um nicht gebundene Plasmide zu entfernen, die einen
negativen Effekt auf die Qualitit der Fluoreszenzbilder haben koénnen. Abb. 5.14 zeigt ein
Fluoreszenzbild von Plasmiden auf einer Glasoberflache.

Abb. 5.14: Fluoreszenzmarkierte Plasmide mit dem Verhiltnis bp/ TOTO von 10:1 auf einer BSA-
beschichteten Glasoberfléche.

In Abb. 5.14 ist zu erkennen, daB3 die einzelnen Plasmide eine anndhernd konstante
Fluoreszenzintensitit haben. Mit Hilfe der digitalen Bildverarbeitung war es moglich, eine
grole Zahl von Segmenten (>5000) auszuwerten. Die Analyse der Intensitdtsverteilung

% Die Deckgliser werden in 2%-Hellmanex-Losung (Hellma, Miihlheim) fiir 20 min in ein Ultraschallbad
gestellt und anschlieBend griindlich (10x) mit deionisiertem Wasser gespiilt. Nach mindestens einer
Wiederholung dieser Prozedur kénnen die Deckglédser in den Trockenschrank gestellt werden.

" BSA (engl.): bovine serum albumine. Im Deutschen auch als Rinderserum bezeichnet.
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von umfangreichen Bildsequenzen ist ein entscheidendes Kriterium fiir eine zuverldssige
Statistik. In Abb. 5.15 ist die normierte Hiufigkeitsverteilung der Fluoreszenzintensitét pro
Segment mit der numerischen Anpassung von zwei Gaullschen Funktionen an die beiden

Maxima dargestellt.
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Abb. 5.15: Intensititsverteilung von TOTO-markierten Plasmiden. Es ist die normierte Haufigkeits-
verteilung der Fluoreszenzintensitdt pro Segment dargestellt. Die beiden Maxima entsprechen der
mittleren Intensitdt eines einzelnen Plasmides bzw. eines Konglomerates aus zwei Plasmiden.

Die beiden Maxima korrespondieren zur mittleren Fluoreszenzintensitdt eines einzelnen
Plasmides bzw. eines Konglomerates aus zwei Plasmiden, die von der digitalen Bild-
verarbeitung nicht als separate Objekte unterschieden werden konnen. Fiir die mittlere
Fluoreszenzintensitit eines einzelnen Plasmids (3 ,...; [(X,y)) konnte aus der nume-
rischen Anpassung einer Gau3schen Funktion ein Zahlenwert von ca. 912 [a. u.] ermittelt
werden. Des weiteren ergab sich filir zwei Plasmide eine mittlere Intensitdt von ca. 1809
[a.u.], was in erster Ndherung dem doppelten Wert entspricht. In diesem Fall ist die
Haufigkeitswahrscheinlichkeit jedoch zehnfach kleiner als die von einzelnen Plasmiden.
Konglomerate mit einer grofleren Zahl von Plasmiden sind prinzipiell moglich, kommen
aber nur mit einer geringen Wahrscheinlichkeit vor. Aus der Abb. 5.15 folgt, dall mit der
quantitativen Fluoreszenzmikroskopie die Intensitidt von einzelnen Plasmiden bestimmt

werden kann.

111



Aggregationsverhalten von Gentransfer-Komplexen

DNA/Polylysin-Komplexe:

Die Kondensation der fluoreszenzmarkierten DNA (bp/ TOTO =10:1) mit Polylysin er-
folgte immer in deionisierten wésserigen Losungen bei hohen Verdiinnungen. Nach 20 min
wurden dann die experimentellen Pufferbedingungen (100 mM NaCl, 10 mM HEPES und
2 mM Ascorbinsédure) eingestellt und nach einer weiteren Inkubation von 10 min mit der
Messung begonnen. Die Abbildung der DNA/Polylysin-Komplexe mit dem Fluoreszenz-
mikroskop erforderte dabei eine mindestens 10000-fache Verdiinnung der Suspension. In
den folgenden Experimenten wurden DNA/Polylysin-Komplexe mit zweifacher positiver
UberschuBladung (n,=2n_) untersucht. Auf Grund der elektrostatischen Anziehung
zwischen den Komplexen und der Glasoberfliche war eine Beschichtung des Deckglases
in diesem Fall nicht erforderlich. Die ungebundenen DNA/Polylysin-Komplexe lielen sich
durch wiederholtes Spiilen der Kammer entfernen. Abb. 5.16 zeigt ein Fluoreszenzbild von
DNA/Polylysin-Komplexen auf einer Glasoberfliche. Die Messungen erfolgten mit den
gleichen Einstellungen am Mikroskop und der CCD-Kamera wie im Fall der Plasmide.

Abb. 5.16: Fluoreszenzmarkierte DNA/Polylysin-Komplexe mit dem Ladungsverhéltnis n,=2n_
auf einer Glasoberflédche.

In Abb. 5.16 sind deutliche Unterschiede in der Fluoreszenzintensitidt der DNA/Polylysin-
Komplexe zu erkennen, was auf eine hohe Polydispersitit des kolloidalen Systems hin-
deutet. Die Fluoreszenzbilder lassen sich jedoch nicht direkt mit denen der Plasmide
vergleichen, da die Intensitit von der Fluoreszenzldschung bei der Kondensation und der
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Skalierung bei der Darstellung des Bildes abhingt. Der Begriff der Skalierung beschreibt
dabei die Tatsache, dal die DNA/Polylysin-Komplexe von der CCD-Kamera mit einer
Auflésung von 12 Bit (4096 Graustufen) abgebildet werden, bei der Darstellung auf dem
Monitor bzw. beim Druck auf Papier nur 8 Bit (256 Graustufen) zur Verfiigung stehen. Die
Intensitdtsanalyse der Daten mit dem Computer erfolgte jedoch ausschlieBlich mit dem
gesamten dynamischen Bereich der CCD-Kamera.

Des weiteren wurde der Effekt von Lungen-Surfactant (Alveofact) auf die GréBenver-
teilung von DNA/Polylysin-Komplexen untersucht. Dazu wurde den Komplexen nach der
kolloidalen Aggregation in deionisiertem Wasser eine beschallte Suspension aus Alveofact
der Konzentration ¢ =0.5 pug/ul mit 100 mM NaCl, 10 mM HEPES und 2 mM Ascorbin-
sdure zugegeben. Nach dem Einwirken des Surfactants fiir 10 min erfolgte eine ca. 10000-
fache Verdiinnung der Suspension mit dem im Experiment verwendeten Puffer. In Abb.
5.17 ist ein Fluoreszenzbild von DNA/Polylysin-Komplexen auf der Oberfliche nach der
Inkubation mit Alveofact dargestellt.

Abb. 5.17: Fluoreszenzmarkierte DNA/Polylysin-Komplexe (n,=2n_) auf einer Glasoberfliche
nach der Einwirkung von Alveofact mit der Konzentration ¢ = 0.5 pug/pl .

Im Unterschied zu Abb. 5.16 ist die Zahl der adhérierten DNA/Polylysin-Komplexe auf
der Oberflache deutlich geringer, obwohl in beiden Féllen die Priparation bis auf die Zu-
gabe von Alveofact identisch war. Diese Tatsache konnte bei vielen Bildsequenzen be-
obachtet werden. Das Lungen-Surfactant hat vermutlich die Oberflachenbeschaffenheit
und damit das Adhdsionsverhalten der DNA/Polylysin-Komplexe verdndert. Des weiteren
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ist zu erkennen, daBl sich die GroBenverteilung durch eine geringere Polydispersitit aus-
zeichnet. Eine genauere Analyse der Intensititsverteilung auf den Fluoreszenzbildern mit
Hilfe der digitalen Bildverarbeitung bestitigte diese ersten Vermutungen. Dazu wurde aus
der Fluoreszenzintensitit der Segmente die entsprechende Zahl der Plasmide pro Komplex
mit der folgenden Formel berechnet:

o I(x,y)
n= ZKomplex (513)

< ZPlasmid I(X’ Y)>

Hierbei bezeichnen a die Fluoreszenzloschung durch die Kondensation, (3 p.uq [(X,Y))
die mittlere Intensitét eines Plasmids und 3 ... [(X,y) die Fluoreszenzintensitit eines
Komplexes. Fiir die mittlere Intensitit eines Plasmids konnte nach Abb. 5.15 ein Wert von
912 [a. u.] bestimmt werden. Die ermittelten Werte fiir die Variable n wurden in Form
eines Histogramms mit einer Haufigkeitsverteilung h(n) dargestellt und die Wahrschein-
lichkeitsdichte mit der Formel p(n)=h(n)/N berechnet. Der Parameter N bezeichnet
dabei die gesamte Zahl der analysierten Segmente und war in den Experimenten immer
grofler als 5000. In Abb. 5.18 ist die GroBenverteilung der DNA/Polylysin-Komplexe mit
und ohne die Einwirkung von Alveofact dargestellt.
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Zahl der Plasmide pro Komplex n
Abb. 5.18: GroBenverteilung der DNA/Polylysin-Komplexe mit und ohne die Einwirkung von Alveo-

fact. Es ist die Wahrscheinlichkeitsdichte p(n) als Funktion der Zahl der Plasmide pro Komplex dar-
gestellt.
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Nach Abb. 5.18 hat Alveofact einen bedeutenden Einflufl auf die GréBenverteilung von
DNA/Polylysin-Komplexen, die nach der Inkubation mit Surfactant eine deutlich kleinere
Polydispersitdt besitzen. Fiir die mittlere GroB3e der Gentransfer-Komplexe mit und ohne
die Einwirkung von Alveofact ergaben sich Werte von (n),,., = 6.3 bzw. (n) =35.3. Die
beiden GroBenverteilungen beschreiben Exponentialfunktionen, die in der logarithmischen
Darstellung den Geraden mit der Steigung m,, ., =—0.232 und m =-0.027 entsprechen.
Im folgenden wurde die Skalenfunktion der GroBenverteilungen nach Gl. 5.12 berechnet.
Die Variable X, ist durch den Quotienten aus der Héiufigkeitsverteilung der Komplexe
h(n) und der gesamten Zahl aller Plasmide n, =% ", n-h(n) gegeben. In Abb. 5.19 sind
die Skalenfunktionen @, (x) und @ (x) der kolloidalen Aggregation von DNA/Polylysin-
Komplexen mit bzw. ohne die Einwirkung von Alveofact dargestellt.
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Abb. 5.19: Skalenfunktion der kolloidalen Aggregation von DNA/Polylysin-Komplexen mit und ohne
die Einwirkung von Alveofact. Die beiden Funktionen sind koinzident und haben die Form einer
Glockenkurve mit einem Maximum bei x = 0.2.

Die beiden Skalenfunktionen haben in der log-log-Darstellung die Form einer Glocken-
kurve mit einem Maximum bei x 0.2 und zeigen dynamisches Skalenverhalten. Nach
den Erlauterungen von Kap. 5.5 folgt daraus, dal3 es sich unter den gegebenen experimen-
tellen Bedingungen bei der kolloidalen Aggregation von DNA/Polylysin-Komplexen um
einen diffusionslimitierten Prozel (DLA) handelt. Die Koinzidenz der Skalenfunktionen
®, (x) und @ (x) deutet darauf hin, daf} die beiden GroBenverteilungen in Abb. 5.18 zwei
verschiedene Entwicklungsstadien der kolloidalen Aggregation darstellen. Im vorliegenden
Fall wurden die GroBlenverteilungen jedoch zu einem definierten Zeitpunkt nach Beginn
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der Aggregation bestimmt. Aus diesem Grund hat vermutlich das Surfactant einen verlang-
samenden Effekt auf die kolloidale Aggregation von DNA/Polylysin-Komplexen. Eine
Erklirung fiir dieses Verhalten wire eine Beschichtung der Komplexe mit Surfactant. Die
anionische Lipidmembran und die speziellen Surfactant-Proteine kénnten auf Grund von
elektrostatischen Wechselwirkungen oder sterischen Effekten die kolloidale Aggregation
zwischen den Komplexen verhindern.

Dariiber hinaus wurde das Aggregationsverhalten der DNA/Polylysin-Komplexe mit einem
sogenannten ZETASIZER (Malvern Instruments, Herrenberg, Deutschland) untersucht. Mit
dem kommerziellen Apparat sind Messungen zur statischen und dynamischen Licht-
streuung an kolloidalen Systemen moglich. Im folgenden wurde die mittlere Grof3e der
DNA/Polylysin-Komplexe wihrend der kolloidalen Aggregation als Funktion der Zeit in
deionisiertem Wasser und in 100 mM NaCl-Losung™ gemessen (Abb. 5.20). Die Konden-
sation der DNA mit Polylysin erfolgte dabei 20 min vor dem Experiment in deionisiertem
Wasser. Der mittlere Durchmesser der Komplexe (dxompiexy hat bei der Ionen-Konzen-
tration von 100 mM schon nach 10 min deutlich zugenommen, wéihrend er im zweiten Fall
anndhernd konstant geblieben ist. Die kolloidale Aggregation der DNA/Polylysin-Kom-
plexe wird also durch die Erh6hung der Ionen-Konzentration in der Losung induziert.
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Abb. 5.20: Die Erhdhung der lonen-Konzentration in der Losung induziert die kolloidale Aggregation
von DNA/Polylysin-Komplexen. Es ist der mittlere Durchmesser der Komplexe (dkomplex) als Funk-
tion der Zeit dargestellt.

Der Effekt von Surfactant auf die kolloidale Aggregation konnte mit dem ZETASIZER
nicht untersucht werden, da bei den Experimenten eine starke Streuung der einfallenden

* Des weiteren wurde auch noch 10 mM HEPES zur Stabilisierung des pH-Wertes von 7.0 zugegeben.
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Laserstrahlung an der Alveofact-Suspension aufgetreten ist. Es hat sich auch gezeigt, daf3
die statische Lichtstreuung keine geeignete Methode darstellt, um die GroBenverteilung
einer Suspension von Gentranfer-Komplexen mit hoher Polydispersitéit zu bestimmen. Ein
weiterer Nachteil sind die hohen Konzentrationen der verwendeten Substanzen, die bei den
Experimenten zur statischen Lichtstreuung eingesetzt werden miissen, um ein verniinftiges
Mel3signal zu bekommen.

5.6.2 Fluoreszenz-Resonanz-Energie-Transfer

Der Fluoreszenz-Resonanz-Energie-Transfer wurde zur Untersuchung der Packungsdichte
und der inneren Stabilitdt von Gentransfer-Komplexen eingesetzt. Die Anwendung dieser
Methode erfordert aber die Markierung der beiden Komponenten mit einem Donor bzw.
einem Akzeptor. Im Fall der untersuchten DNA/Polylysin-Komplexe wurde die DNA mit
dem interkalierenden Fluorophor BOBO und Polylysin durch die kovalente Bindung von
FITC an die Seitenketten des Polymers markiert. Bei der Kondensation der DNA mit den
kationischen Polymeren kommt es zu einer Anndherung von Donor und Akzeptor. Die
Effizienz des Energietransfers nimmt bei der Kondensation drastisch zu, da die inter-
molekularen Abstinde zwischen den Fluorophoren im Komplex unterhalb des Forster-
radius liegen. Alle Messungen zum Fluoreszenz-Resonanz-Energie-Transfer erfolgten bei
einer konstanten Temperatur von 25 °C in einer wésserigen Losung mit 10 mM HEPES
(pH=7.4). Es wurde in den Experimenten eine Quarzkiivette (Hellma, Miihlheim) mit
einer optischen Weglidnge von 10 mm verwendet.

Bestimmung des Forsterradius:

Im folgenden wurde der Forsterradius des Donor-Akzeptor-Paars FITC/BOBO mit Gl. 5.6
berechnet. Dies erforderte jedoch die experimentelle Bestimmung der Quantenausbeute des
Donors und des Uberlappungsintegrals der beiden Fluorophore. Nach der Kalibration des
Spektrometers konnte die Quantenausbeute @ von FITC-markiertem Polylysin relativ zu
einem definierten Fluoreszenzstandard gemessen werden (Cantor, 1980). Es ergab sich fiir
die Quantenausbeute ein Resultat von @ =0.34, was mit den aus der Literatur bekannten
Werten in erster Niherung iibereinstimmt. Des weiteren wurde zur Berechnung des Uber-
lappungsintegrals J mit Gl. 5.7 das Emissionsspektrum des Donors und das Absorptions-
spektrum des Akzeptors gemessen. In Abb. 5.21 ist das normierte Emissionsspektrum
fp(A) von FITC und der Extinktionskoeffizient €,(A) von BOBO multipliziert mit der
vierten Potenz der Wellenldnge dargestellt. Die Integration {iber das Produkt der beiden
Funktionen lieferte dabei einen Wert von J =4.26-10"°M"'cm’. Der geometrische Orien-
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tierungsfaktor der Dipolmomente folgt dagegen aus theoretischen Uberlegungen®. Sind
die Richtungen der Dipolmomente von Donor und Akzeptor in den Komplexen statistisch
verteilt, dann kann fiir den Orientierungsfaktor ein Wert von x*=2/3 angenommen
werden. Die Berechnung des Forsterradius mit der Formel R; =9.79-10° (J k> ®,n™*)"/®
(Fung, 1978) ergab ein Resultat von R =54 A . Fiir den Brechungsindex der verdiinnten
wisserigen Losung mit den Gentransfer-Komplexen wurde ein Zahlenwert von n =1.33
eingesetzt.
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Abb. 5.21: Bestimmung des Uberlappungsintegrals J fiir das Donor-Akzeptor-Paar von FITC und
BOBO. Der Integrand ist durch das Produkt aus dem normierten Emissionsspektrum des Donors
fp(A) und dem Extinktionskoeffizienten des Akzeptors €, (A) multipliziert mit der vierten Potenz
der Wellenlinge A* gegeben.

¥ Die moglichen Werte fiir K’ liegen in einem Intervall von [0, 4].
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Formation von Komplexen:

Zur Untersuchung der Formation von DNA/Polylysin-Komplexen wurde Kalbs-Thymus-
DNA sukzessive in eine FITC-markierte Polylysin-Losung titriert und nach einer Wartezeit
von 5 min ein Emissionsspektrum aufgenommen. Die Anregung des Donors erfolgte mit
monochromatischer Strahlung der Wellenldnge von A =470 nm. Wéhrend der Messung
wurde die Losung permanent mit einem Magnetrithrer gemischt, um Konzentrations-
gradienten in der Kiivette bei der Titration der DNA zu verhindern. In Abb. 5.22 sind die
Emissionskurven von FITC und BOBO als Funktion des Ladungsverhiltnisses dargestellt.
Die Emissionsmaxima von FITC und BOBO liegen bei einer Wellenldnge von 515 nm
bzw. 605 nm. Im allgemeinen stellen die gemessenen Kurven eine Linearkombination aus
dem Emissionsspektrum des Donors I,(A) und Akzeptors I, (L) dar. Fiir die Messungen
zum Energietransfer wurde die DNA mit einem Verhéltnis bp/BOBO von 20:1 markiert.
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Abb. 5.22: Energietransfer bei der Formation von DNA/Polylysin-Komplexen. Es sind die flachen-
normierten Emissionskurven von FITC und BOBO fiir verschiedene Ladungsverhiltnisse von DNA
zu Polylysin (n_/n,) dargestellt.

Der Energietransfer zwischen den beiden Fluorophoren ist daran zu erkennen, dafl mit der
Titration von fluoreszenzmarkierter DNA die Donoremission I,, abnimmt, wéhrend die
Akzeptoremission I, ansteigt. Alle Kurven wurden auf die entstehende Verdiinnung der
Losung durch die Titration eines definierten Volumens korrigiert. In Abb. 5.23 sind die
Emissionsmaxima von Donor und Akzeptor als Funktion des Ladungsverhéltnisses wieder-
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gegeben. Es bezeichnen I,, bzw. I, die emittierte Fluoreszenzintensitdt von FITC in An-
und Abwesenheit von BOBO-markierter DNA.
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Abb. 5.23: Maximum der Emission von Donor und Akzeptor bei der Formation von DNA/Polylysin-
Komplexen als Funktion des Ladungsverhéltnisses.

Die Donoremission nimmt mit und ohne Akzeptor bis zum isoelektrischen Punkt linear ab
und bleibt dann auch fiir hohe DNA-Konzentrationen anndhernd konstant. Daraus folgt,
daf die Formation der Komplexe am isoelektrischen Punkt nahezu abgeschlossen ist und
bei einer weiteren Zugabe nur die Konzentration der ungebundenen DNA in der Losung
ansteigt. Unter diesen Bedingungen liegen in der Suspension neben den Komplexen auch
ungebundene DNA vor (Koexistenz). Im Unterschied dazu ist die Fluoreszenzldoschung des
Akzeptors durch die Kondensation weniger drastisch, zeigt jedoch vor dem isoeletrischen
Punkt ein sprunghaftes Verhalten, das vermutlich auf Konformationsinderungen bei der
Komplexformation zuriickzufiihren ist. Bei einer weiteren Erhohung des Ladungsverhélt-
nisses steigt die emittierte Fluoreszenzintensitét des Akzeptors linear an. Fiir die Zunahme
von I, nach dem isoelektrischen Punkt ist die direkte Anregung von ungebundener DNA
bei 470 nm verantwortlich, da die Emission der DNA-Konzentration direkt proportional
ist. Dies konnte durch unabhingige Messungen bestéitigt werden. Wie in Kap. 5.3.1
beschrieben, kann aus der Donoremission I, und I, der Energietransfer der DNA/Poly-
lysin-Komplexe berechnet werden (Abb. 5.24).
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Abb. 5.24: Energietransfer bei der Formation von DNA/Polylysin-Komplexen als eine Funktion des
Ladungsverhéltnisses.

Der Energietransfer nimmt zu Beginn der Titration nur leicht zu und steigt am isoelek-
trischen Punkt sprunghaft an, bevor er fiir hohe Ladungsverhiltnisse anndhernd konstant
bleibt. Es wurde jedoch ein linearer Anstieg des Energietransfers bis zum ladungsneutralen
Punkt erwartet. Das Plateau am Beginn der Formation kénnte dadurch erklart werden, daf3
zuerst einzelne DNA-Stringe mit Polylysin kondensieren und sie erst am isoelektrischen
Punkt zu groBeren Komplexen aggregieren. Der Energietransfer wiirde dann hauptsichlich
zwischen den kondensierten DNA-Strangen eines Komplexes stattfinden.

Natriumchlorid:

Im folgenden wurde die Stabilitdt von DNA/Polylysin-Komplexen unter dem Einfluf3 von
NaCl-Ionen untersucht. Es wird eine Dissoziation der Komplexe durch die Abschirmung
der Ladungen von DNA und Polylysin mit zunehmender Konzentration der monovalenten
Ionen in der Losung erwartet. In Abb. 5.25 ist die emittierte Fluoreszenz des Donors I,
von isoelektrischen DNA/Polylysin-Komplexen in Abhéngigkeit von der NaCl-Konzen-
tration gezeigt.
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Abb. 5.25: Dekomposition von isoelektrischen DNA/Polylysin-Komplexen als Funktion der NaCl-
Konzentration. Als Ordinate ist die Emission des Donors I, bei Abwesenheit des Akzeptors aufge-
tragen.

Die Fluoreszenzloschung des Donors ist bis zu physiologischen Ionen-Konzentrationen
anndhernd konstant, was einer hohen Packungsdichte der DNA/Polylysin-Komplexe ent-
spricht. Erst bei Konzentrationen von 500 mM ist ein deutlicher Anstieg und bei 1000 mM
der Ubergang in ein Plateau zu erkennen. Die Erholung der Fluoreszenzintensitiit 148t auf
die Dekomposition der Komplexe schlieen. Fiir den Energietransfer wurde das gleiche
Verhalten festgestellt (Abb. 5.26).
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Abb. 5.26: Energietransfer von isoelektrischen DNA/Polylysin-Komplexen als Funktion der NaCl-
Konzentration. Die Komplexe sind bei einer Konzentration von ca. 800 mM vollkommen dissoziiert.
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Alveofact:

Die Messungen der quantitativen Fluoreszenzmikroskopie haben ergeben, dafl Surfactant
eine grofle Rolle bei der kolloidalen Aggregation von DNA/Polylysin-Komplexen spielt.
Im folgenden stellt sich die Frage, ob das Surfactant die Packungsdichte und damit die
innere Struktur der Komplexe dndert. Aus diesem Grund wurde der Energietransfer von
isoelektrischen DNA/Polylysin-Komplexen in Abhéngigkeit von der Alveofact-Konzen-
tration bestimmt. Es zeigte sich, dafl der Energietransfer bis zu einer Konzentrationen von
Caweo = 2 ug/pl in erster Naherung konstant war (auf eine Darstellung dieser Kurve wird
verzichtet). Die Messungen zur Bestimmung der GroBenverteilung von DNA/Polylysin-
Komplexen erfolgten mit einer 4-fach kleineren Konzentration von cape, = 0.5 pg/ul. Das
Surfactant hat also keinen signifikanten Effekt auf die Packungsdichte der DNA/Polylysin-
Komplexe.

Anionische Polymere:

Im folgenden wurden Messungen mit anionischen Polymeren durchgefiihrt, die eine hohe
Affinitdt zur DNA haben und Komplexe dissoziieren konnen. Dies ist auch fiir die Gen-
therapie relevant, da die Gentransfer-Komplexe auf ihrem Weg zu den betroffenen Zellen
dem Komplementsystem im Blutstrom und den extrazelluldren Matrixproteinen ausgesetzt
sind, die sie deaktivieren konnen. Von besonderem Interesse ist dabei die Substanz
Heparin, die als negativ geladenes Polysaccharid fiir seine Eigenschaften als Antikoagulant
bekannt ist und den blutgerinnungshemmenden Faktor Antithrombin III stimuliert (Mulloy,
1996).

In Abb. 5.27 ist die Dekomposition von isoelektrischen DNA/Polylysin-Komplexen als
Funktion der Heparin-Konzentration dargestellt. Der Energietransfer nimmt zunichst kon-
tinuierlich ab und errreicht fiir mittlere Konzentrationen ein erstes Plateau, bevor er schnell
auf einen Wert von ca. 0.1 abfillt. Bei einer Konzentration von 4 pg/ul waren die Kom-
plexe groftenteils dissoziiert. Der stufenformige Verlauf der Funktion wurde nicht weiter
untersucht, ist aber vermutlich auf Konformationsinderungen in den DNA/Polylysin-

Komplexen zuriickzufiihren.
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Abb. 5.27: Dekomposition von isoelektrischen DNA/Polylysin-Komplexen als eine Funktion der
Heparin-Konzentration.

Dextran-Sulfat ist ein weiteres interessantes Beispiel fiir ein anionisches Polymer, da es
sich um ein Polysaccharid handelt, das eine hohere negative lineare Ladungsdichte als die
DNA besitzt. In Abb. 5.28 ist der Energietransfer von isoelektrischen DNA/Polylysin-
Komplexen in Abhéngigkeit von der Dextran-Sulfat-Konzentration gezeigt.
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Abb. 5.28: Energietransfer von isoelektrischen DNA/Polylysin-Komplexen in Abhingigkeit von der
Dextran-Sulfat-Konzentration.

Es sind deutliche Parallelen zum Verhalten von Heparin in Abb. 5.27 zu erkennen, jedoch
dissoziiert Dextran-Sulfat die DNA/Polylysin-Komplexe nicht vollstindig.
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5.7 Diskussion

In der vorliegenden Arbeit wurde ein signifikanter Effekt von Alveofact auf die Gréfen-
verteilung von DNA/Polylysin-Komplexen beobachtet. So hatte die Groenverteilung nach
der Inkubation mit Surfactant im Vergleich zur Referenz eine deutlich kleinere Polydis-
persitit. Eine Dissoziation der Komplexe durch Alveofact konnte mit den Messungen zum
Fluoreszenz-Resonanz-Energie-Transfer jedoch ausgeschlossen werden. Auflerdem zeigten
Transfektionsexperimente an pulmonalen Epithelzellen, da3 Alveofact den Gentransfer mit
polymerbasierten Komplexen nicht inhibiert (Ernst, 1999). Es wurde auch bei Filmwaage-
messungen keine Fusion von DNA/Polylysin-Komplexen mit einer anionischen Mono-
schicht beobachtet (Rusu, 1999).

Aus den Untersuchungen des Aggregationsverhaltens folgte, dall die GréBenverteilung der
Komplexe mit und ohne Einwirkung von Alveofact zwei verschiedenen Entwicklungs-
stadien der kolloidalen Aggregation entsprechen. Im vorliegenden Fall wurden die
GroBenverteilungen jedoch zu einem definierten Zeitpunkt nach Beginn der Aggregation
bestimmt. Aus diesem Grund hat vermutlich das Surfactant einen verlangsamenden Effekt
auf die Aggregation von DNA/Polylysin-Komplexen. Erste Experimente mit der Methode
der Fluoreszenz-Korrelations-Spekroskopie®® bestitigten diese Annahme. Dariiber hinaus
zeigten sie, dall die Einwirkung von Alveofact zu einer drastischen Verlangsamung der
Aggregation fithrt und deshalb von einer zeitlich stabilen kolloidalen Suspension
gesprochen werden kann (personliche Mitteilung von L. Rusu, MPI fiir Polymerforschung,
Mainz). Eine mogliche Erklarung fiir dieses Verhalten ist die Beschichtung der Komplexe
mit Lungen-Surfactant. Die anionische Lipidmembran mit den speziellen Surfactant-
Proteinen konnte auf Grund von elektrostatischen Wechselwirkungen oder sterischen
Effekten die kolloidale Aggregation zwischen den Komplexen hemmen. Der Vorteil einer
Beschichtung der Gentransfer-Komplexe mit einem natiirlichen Surfactant wiirde eine
Inaktivierung durch das Immunsystem des Organismus verhindern, also die Zytotoxizitét
reduzieren und vor einer Dissoziation durch extrazellulire Matrix-Proteine schiitzen. Des
weiteren stellen die beschichteten Komplexe eine zeitlich stabile monodisperse Suspension
dar, was fiir eine klinische Anwendung relevant ist. Gentransfer-Komplexe mit einer an-
ionischen Lipidmembranbeschichtung zeichnen sich im allgemeinen durch eine hdhere
Transfektionseffizienz und Biokompatibilitit aus (Lee, 1996).

Anhand dieser Resultate wurde folgendes Modell der kolloidalen Aggregation von poly-
merbasierten Gentransfer-Komplexen entwickelt:

*% Die Fluoreszenz-Korrelations-Spektroskopie (FCS) ist detailliert beschrieben in (Elson, 1974) und (Rigler,
1979).
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Abb. 5.29: Modell der kolloidalen Aggregation von polymerbasierten Gentransfer-Komplexen.

In diesem Modell wird die Formation von polymerbasierten Gentransfer-Komplexen als
ein mehrstufiger Prozel} interpretiert, der auf Kondensation, Aggregation und Kompaktion
basiert. Es bilden sich in einem Zeitintervall At, durch Kondensation der DNA mit
kationischen Polymeren kleine monodisperse Einheiten. Auf Grund der elektrostatischen
Anziehung der verschiedenen Komponenten lduft die Kondensation sehr schnell ab. Die
kolloidale Aggregation beginnt in der Regel mit einer Suspension aus monodispersen
Teilchen. Die Kinetik der Aggregation ist hauptsidchlich durch die lonen-Konzentration in
der Losung und das Oberflachenpotential der Komplexe bestimmt (Israelachvili, 1985).
Dabei induziert eine Erhohung der lonen-Konzentration die kolloidale Aggregation. Unter
den gegebenen experimentellen Bedingungen handelte es sich bei der Aggregation von
DNA/Polylysin-Komplexen um einen diffusionslimitierten Proze (DLA). Es entstehen
mit der Zeit (At,) kleinere Komplexe, die durch Brownsche Bewegung in der Losung
diffundieren und bei Kollision groBere Komplexe bilden. Uber einen lingeren Zeitraum
(At,) fusionieren die Aggregate zu noch groBeren Komplexen. Dieser Prozef3 wird als
Kompaktion bezeichnet und ist erst dann abgeschlossen, wenn ein sogenanntes "Super-
aggregat" entstanden ist. Die Zugabe von Alveofact flihrt zu einer Beschichtung der poly-
merbasierten Gentransfer-Komplexe und beendet praktisch die kolloidale Aggregation.

In dieser Arbeit konnte demonstriert werden, dall die quantitative Fluoreszenzmikroskopie
und der Fluoreszenz-Resonanz-Energie-Transfer eine systematische Untersuchung der
physikalischen Aspekte der Aggregation, der Grofenverteilung und der Packungsdichte
von Gentransfer-Komplexen ermoglichen. Die quantitative Fluoreszenzmikroskopie ist
dabei eine geeignete Methode, um GroBen- und Intensititsverteilungen zu bestimmen und
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daraus die Zahl der Plasmide pro Komplex zu berechnen. Es lassen sich im allgemeinen
Suspensionen im pikomolaren Bereich unter physiologischen Bedingungen untersuchen.
Mit dem Energietransfer konnen Informationen iiber die Packungsdichte und die innere
Stabilitdt von Gentransfer-Komplexen gewonnen werden.

Im Rahmen dieses Projektes sollen auch noch andere Gentransfer-Vektoren (z. B. PEI und
Dendrimere) mit den beiden beschriebenen Methoden charakterisiert werden. Des weiteren
muB jedoch noch der Frage nachgegangen werden, wie intakt die Beschichtung der Kom-
plexe ist. Dies stellt einen wichtigen Faktor dar, um eine Inaktivierung durch verschiedene
Substanzen zu verhindern. Im néchsten Schritt sollen Rezeptoren in die anionische
Membran integriert werden, die selektiv auf spezielle Zellen ansprechen (Spezifitét). Die
Genvektoren werden iiber den ProzeB3 der Endozytose von Zellen aufgenommen und vom
Endosom ins Zytosol freigesetzt. Die Zugabe von endosomolytischen Proteinen bei der
Kondensation der Komplexe stimuliert dabei die Freisetzung in das Zytosol. Eine weitere
Barriere der Transfektion ist der Transport der freien DNA vom Zytosol in den Nukleus
der Zelle. Um diesen Prozel} effizienter zu gestalten, kann dem DNA-Komplex auch noch
ein sogenannter NLS’'-Faktor zugegeben werden. Mit diesen modifizierten synthetischen
Gentransfer-Vektoren sollte sich die Transfektionseffizienz deutlich erhdhen lassen.

Die quantitative Fluoreszenzmikroskopie kann auch zur Bestimmung der Transfektions-
effizienz von Gentransfer-Vektoren eingesetzt werden. Dazu wird die Reportergen-Expres-
sion an individuellen Zellen als Funktion der Zeit abgebildet und die Fluoreszenzintensitét
mit digitaler Bildverarbeitung analysiert. In diesem Zusammenhang wurden schon die
ersten Transfektionsexperimente mit einem GFP**-kodierenden Plasmid an humanen bron-
chialen Epithelzellen (16HBE) durchgefiihrt und verschiedene Raten der GFP-Expression
gemessen. Es stellt sich im folgenden die Frage, welche Parameter die Transfektion
beeinflussen, ob also die eingesetzte Menge an Gentransfer-Komplexen oder der Zustand
der Zelle entscheidend fiir die Expression ist. Auf diese Punkte soll im Rahmen dieses
Projektes noch néher eingegangen werden.

I NLS (engl.): Nucleus Localisation Signal.
52 GFP (engl.): Green Fluorescent Protein.
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6 Anhang

6.1 Abkiirzungen und Akronyme

ATP
BSA
DAG
DNA
DTT
EGTA
ER
FFT
FITC
FRET
GDP
GTP
HEPES
IP;

IP4
NBD-C;,-HPC

PI-3K
PIP,
PH
PKC
PLC
POPC
POPS
SH
TRIS

Adenosin 5’-triphosphat

Rinderserum

Diacylglycerol

Desoxyribonukleinsdure

1,4-Dithio-DL-threit
Ethylenglykol-bis-(2-aminoethyl)-tetraessigsdure
Endoplasmatisches Reticulum
Fast-Fourier-Transformation
Fluoresceinisothiocyanat
Fluoreszenz-Resonanz-Energie-Transfer
Guanosin 5'-diphosphat

Guanosin 5’-triphosphat
4-(2-Hydroxyethyl)-piperazin-1-ethansulfonsdure
Inositol 1,4,5-trisphosphat

Inositol 1,3,4,5-tetrakisphosphat
2-(12-(7-Nitrobenz-2-oxa-1,3-diazol-4-yl)amino)dodecanoyl-
1-hexadecanoyl-sn-glycero-3-phosphocholin
Phosphatidylinositol 3‘-Kinase
Phosphatidylinositol 4,5-bisphosphat

Pleckstrin Homologie Doméne

Protein Kinase C

Phospholipase C
1-Palmitoyl-2-oleoyl-sn-glycero-3-phosphocholin
1-Palmitoyl-2-oleoyl-sn-glycero-3-[phospho-L-serin]
Src Homologie Domine
Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan
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