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ZUSAMMENFASSUNG

Die Arbeiten von ENSTABBE in der zweiten Halfte des 19. Jahrhunderts bractiés
Mikroskopie eine neue Leistungsfahigkeit und konng® die Forschungsmadglichkeiten in
der Biologie, vor allem in der Botanik, Zellbiolegund Mikrobiologie, und der Medizin
deutlich verbessern. Im Jahr 1930 wurde die Fluzemzmikroskopie entwickelt und
eroffnete vollig neue Mdoglichkeiten. Bis heute wemd zahlreiche Varianten der
Fluoreszenzmikroskopie entwickelt. Hervorzuhebenndsi dabei die stimulierte
EmissionsloschungApk: STED), sowie die Einzelmolekilfluoreszenzspektopse Engl:
single molecule fluorescence spectroscoféhk: SMFS), zu denen Methoden, wie
Totalreflexions-Fluoreszenz Mikroskopieengl: total internal reflection fluorescence
microscopyAbk: TRIFM) und die konfokale Einzelmolekilfluoreszemkroskopie gehdren.
Die Starke der Einzelmolekilfluoreszenzmikroskdpegt in der geringen Konzentration der
verwendeten, fluoreszenten Sonden. Der EinsatheolBonden kann wiederum als Reporter
fir molekulare Interaktionen dienen, oder struktareAnderungen, z.B. in der
Nanoumgebung, aufzeigen, die eine Heterogenitdtzkes Die Entwicklungen im Bereich
der optischen Techniken, ermdglicht eine hoherddsuhg sogar unter die Auflésungsgrenze
von ABBE (STED). Dies ertffnet den Biowissenschaften neueblitike in molekulare
Prozesse in Zellen und leistet somit einen wesdm@i Beitrag zum Verstandnis der
komplexen Vorgange in lebenden Organismen.

Im Gegensatz zu Ensemble-Methoden, welche nur eMitelwert wiedergeben,
kann man durch Betrachtung einzelner Molekile Spbladionen auflésen. Zu den
Parametern, die der SMFS zuganglich sind, gehodren Fuoreszenzintensitat, die
Fluoreszenzlebensdauer, Orientierung des Dipols dideWellenlange. Die Verwendung der
Fluoreszenz-Korrelations-Spektroskopendl: fluorescence correlation spectroscopyk:
FCS) ermoglicht eine Analyse der Dynamik innerhailbes gewéhlten Zeitfensters. Dabei
kénnen Diffusionsgeschwindigkeit von Fluorophoreapber auch photophysikalische
Ubergange und der Konformation beobachtet werden.

Das Ziel dieser Arbeit war die Entwicklung und Amwleng neuer Methoden der
SMFES fur Untersuchungen in lebenden Zellen, inshési@ von Transportprozessen. Daher
setzt sich diese Arbeit im Wesentlichen mit zwenBerpunkten auseinander: (i) das gezielte
Einschleusen fluoreszierender Sonden in lebendden/¢ii) die Entwicklung einer Methode

zur Beobachtung von schnellen Transport- und Diffusprozessen in lebenden Zellen.




Zusammenfassung

Die Verfugbarkeit endogen erzeugter Fluoreszengtaffe, also innerhalb der Zelle
synthetisierter Farbstoff, ist begrenzt. Aufgrured dusatzlichen geringen Photostabilitat und
komplizierter Photophysik, bedarf es hier alten&tiMethoden. Organische Fluorophore, die
entweder endogen oder exogen an den Protagons®ngin Protein, gekoppelt werden,
mussen die Zellmembran, entsprechend vor oder dactKopplung durchqueren. Dieser
Transport wird durch die Zellmembran erschwert. Diternalisierung solcher Stoffe kann
z.B. durch Rezeptor vermittelten Transport oder dzytbse geschehen. Jedoch ist der
Anspruch an den Transporter und seine Fracht iru@emf GréRe und Form sehr hoch.
Durch manuelle Methoden wie die Elektroporation rofikroinjektion werden die Zellen
gestresst oder geschadigt und bieten nur bedingtAdternative mit Zukunft.

Die Verwendung von zellmembrangéngigen Proteinemislen vergangenen Jahren
zu einer neuen Methode zur Aufnahme in Zellen §eréie Peptide sind fur die
pharmazeutische Industrie aufgrund der Zellmembimgigkeit, die auch zur Uberwindung
der Blut-Hirn-Schranke ausgenutzt werden konnte saothit Arzneistoffe direkt in die
entsprechenden Zellen transportiert, von grof3ereB@uhg. Zellmembrangangige Proteine,
die in Viren oder auch in eukaryotischen Zellen keonmen, gelangen durch die
Zellmembran direkt in den Zellkern, um sich schigf in den Nukleoli anzureichern.
Bisherige Untersuchungen der viralen Proteine,zMe das Tat-Protein des HI-Virus, haben
gezeigt, dass die Aminosauren Arginin und Lysindén Erkennungs- und Aufnahmeprozess
verantwortlich sind. Entsprechende Modifikationess d'at-Proteins wurden teilweise sogar
besser von den Zellen aufgenommen, als das TaiRreelber. Durch Verwendung von
Homologen zu den nativen Aminosauren besteht digliRtikeit, die Peptide resistenter
gegen einen maoglichen Abbau durch Peptidasen zienadn Kooperation mit Prof Dr. D.
SEEBACH, von der ETH-Zirich, wurden HelLa-Zellen mit Fluscein markierter3-Peptiden
inkubiert. Die inkubiertef8-Peptide, basierend auf dBrAminosauren, konnten mit Hilfe der
Fluoreszenz des Farbstoffes mittels Fluoreszenmnsikpie beobachtet und dokumentiert
werden. Ebenso wie bei den-Peptiden konnte bei def8-Peptiden das typische
Anfarbungsmuster der Zellen ab einer Peptidlangeaaht Aminosauren beobachtet werden.
Das Dekamer wurde nahezu in allen Zellen vor aliemden Nukleoli gebunden. Die
Aufnahmeeffizienz erfolgte nicht kontinuierlich tibdie Konzentration, sondern benétigte
eine bestimmte Schwellenkonzentration, ab dermternalisierungsprozess stattfindet.

Durch die Experimente uUber das AufnahmeverhalterBeleeptide in Zellen zeigten

sich die Peptide als zuverlassige Transporter falekulare Fracht durch die Zellmembran
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hindurch. Mit Hilfe dieses Transporters konnen meliharmazeutika, auch fluoreszente
Sonden fiir die Diagnostik eingeschleust werden. \B@evendung des Transporters fir die
Einschleusung fluoreszenter Sonden kann helfema&igind Transportprozesse in der Zelle
zu verfolgen. Durch Einschleusen einer Sonde ungs@izen in der Nanoumgebung einer
Zelle kann es, z.B. zur Verlangsamung durch Inteyakn, aber auch zu einer Erh6hung der
Diffusion durch aktiven Transport kommen. Im Folden galt es eine Methode zu

entwickeln, die derartige Unterscheide sichtbarhmeac

Die Kombination der konfokalen, zeitaufgelosten Zeimolekilfluoreszenz-
mikroskopie éngl: fluorescence lifetime imaging microscopibk: FLIM) mit der FCS
ermdoglicht die Verbindung der Vorteile zweier empficher Methoden. Wahrend FLIM mit
einer hohen Empfindlichkeit Photonen einzelner Fgpenzfarbstoffe mit hoher zeitlicher
und rdumlicher Auflésung detektieren kann, lieflig FCS Informationen Uber die Dynamik
in dem beobachteten Bereich. Durch die Beobachtuagrerer diffundierender Molekiile,
z.B. in Lo6sung lassen sich, durch die aus der Esmanzfluktuation erhaltene Korrelation,
Aufschlisse Uber die Dynamik, z.B. die Wechselwnden zwischen der Sonde und der
Nanoumgebung, in dem beobachteten System gebenvdédi@ndung der beiden Techniken
erzeugt eine Diffusionskarte des beobachteten Bgsteie z.B. einer Zelle. Unterschiede in
der Diffusionszeit kdnnen so Aufschliisse uber diereszenten Reporter geben, die z.B.
durch Interaktionen der fluoreszenzmarkierten Ryatégsten mit zellularen Komponenten
auftreten oder aufgrund erhéhter Viskositaten léa@effusionszeiten erfahren. Auch aktiver
Transport z.B. entlang von Microtubuli lieBe siclonv der normalen Zelldiffusion
diskriminieren. Bisherige Arbeiten, welche diesechii@ken verknupften brachten das
Scanning-FCS hervor. Durch schnelles mehrmaligesasin eines Bereiches einer Probe
konnten bisher lediglich langsamere Diffusionspssezevon Membranproteinen beobachtet
werden. In dieser Arbeit wird die Entwicklung deitdgebenden Diffusionsmikroskopie
gezeigt, die eine Kombination aus FLIM und FCS wdits und auch schnellere
Diffusionsprozesse bis in den Mikrosekundenberatabilden kann.

Die Methode der bildgebenden Diffusionsmikroskopieirde an verschiedenen
Systemen getestet, um die Anwendbarkeit abzusahdie ersten Versuche Heterogenitaten
in Losungen zu erkennen wurden mit einer Spitzerelviikrokapillare erreicht, die in eine
Loésung mit einem Farbstoff markiertem Oligonukldogintauchte. Zwei Elektroden, eine
davon in der Mikrokapillare als Anode, sorgten éime gerichteten elektrophoretischen Fluss
der Oligonukleotide zur Offnung der Mikrokapillased auch hinein. Beobachtet wurde ein

Anstieg der Diffusionszeit innerhalb der Kapilldrifng. Da die Molekule entlang der
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optischen Achse wanderten, befanden sie sich, awid=der ellipsenartigen Asymmetrie des
Laserfokus, langer im Beobachtungsvolumen und emao langer Diffusionszeiten. Diese
Experimente zeigten dass es maoglich ist in deriBiéin raumlich aufgeldst darzustellen.

Die Entwicklung der bildgebenden Diffusionsmikropi@® fiir zellulare Systeme
eroffnet die Moglichkeit Diffusionsprozesse Ubareeganze Zelle hinweg zu beobachten. Zu
diesem Zweck wurden wiederum fluoreszente FarlestoHils Sonden an ein gl
Oligonukleotid gekoppelt, eingesetzt. Die Analyseer dmittels der bildgebenden
Diffusionsmikroskopie zeigte Heterogenitaten in @gffusion. Prinzipiell wurde damit die
Mdoglichkeit geschaffen die Einschleusung fluoreseersonden, wie z.BB-Peptiden, zu

untersuchen




INTRODUCTION

The work done by EnST ABBE in the second half of the &entury lead to new
abilities in microscopy. His discoveries stronglyhanced research in biology, mainly in
botany, cell biology and micro biology, and also mmedicine. In 1930 fluorescence
microscopy was developed and revealed new opptigenUp to date a lot of methods in
fluorescence microscopy have been developed. Nappioaches are stimulated emission
depletion &bbr. STED) and single molecule fluorescence spectms¢bbr. SMFS), e.g.
total internal reflection fluorescence microscomphr. TIRFM) and the confocal single
molecule fluorescence microscopy. The power oflsingplecule fluorescence microscopy is
the low concentration needed for the detectionumréscent probes. Such probes can act as a
reporter for molecular interactions, and revealdtrral changes, e.g. in the nanoscale
environment. Developments of optical techniques BIED of the techniques allow a higher
resolution even below the resolution limit bgE. This leads to new insight in life science,
exploring molecular processes in cells and conteduthe understanding of complex
procedures in life organisms.

In contrast to ensemble methods, which only obsaemsrage values, one can reveal
subpopulations by looking at single molecules. Adioparameters can be obtained by SMFS,
like fluorescence intensity, fluorescence lifetieoed orientation of the absorption dipole or
wavelength. The application of fluorescence cotiataspectroscopyapbr.. FCS) allows the
analysis of dynamics within a certain time windo@ne can determine the velocity of
diffusion of fluorophores, and also study photo sib&l processes or changes in the molecular
scaffold.

The goal of this work was the development and appbn of new methods in SMFS
that allow the observation of transport procesadsving cells. To this end this works deals
with two main topics: (i) the concerted infiltrati@f fluorescent probes in living cells, (ii) the
development of a new method for the observatiofastf transport or diffusion processes in
living cells.

The availability of endogenous synthesized fluceescyes, which means synthesized
inside the cell, is limited. As a result of the lewphoto stability and complicated photo
physics, there is a need for alternative methodgafc fluorescent dyes, which are
endogenously or exogenously, attached to a proisty@ng. a protein, have to transit the cell
membrane at least once, before or after the cagiplihis transport across the cell membrane

can be complicated. The internalisation of suclstuites can be mediated by receptors or by
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endocytosis. However, the demand to the transgstés and the cargo concerning size and
shape are limited. Manual methods like electoponatir micro injection might stress or even
damage the cells and are a future-limited option.

The application of cell pentrating peptides (CRPJdcent years has grown to a new
method in cellular uptake. For the pharmaceutiocdustry, the CPP are very interesting,
because of their cell permeability, which can bedu$or crossing over the blood-brain-
barrier. CPP, which can be found in viruses, bs & eukaryotic cells, can traverse the cell
membrane and directly translocate in the cell rugck® accumulate in the nucleoli. Previous
studies of viral proteins, e.g. the Tat-proteinivk from the HI-virus, revealed, that the
amino acids arginine and lysine are a crucial pathe protein transduction domain (PTD)
and the nuclear localisation sequence. Specifimgésm within the Tat-protein sequence
shows the same or even better uptake into the, tletla the Tat-protein itself. By using3a
homologous amino acid as a monomer one can acliepeptide, which is more stable
against proteolytic degradation. In cooperatiorhvidtof. Dr. D. SEBACH, from ETH Zurich,
HeLa cells were treated with Fluorescein labepegeptide. The3-peptides, consisting ¢&-
amino acids, were observed by fluorescence micpysc@imilarly, 3-peptides were showing
the same staining pattern than the nativeeptides. Starting with a length of eight amino
acids the cellular uptake was studied. The decamasrtaken up by nearly all of the cells
mainly localising in the nucleoli. The efficiencyf the uptake was not continuous with
increasing across the concentration. It was nepe$sgass over a certain concentration, at
which the uptake process was starting.

With these studies of the behaviour of the cellulptake of the3-peptides it was
shown that they can be used as reliable transgodemmolecular cargo across the cell
membrane. According to this it is possible to itrite pharmaceuticals, but also fluorescent
probes for diagnostics. The infiltration of fluoceat probes by the peptides may help
investigating the signalling or transport processesell, and could also be used to explore
the nano environment inside the cells, where iotemas have an influence on, e.g., the
diffusion behaviour of the probe. Interactions al@wving down the diffusion of the probe,
whereas an increase of the diffusion might be olesemwhen the probe undergoes active
transport. The following section describes the tgyaent of a method which could allow
the visualization of suchlike phenomena.

The combination of confocal fluorescence lifetinmeaging @bbr.. FLIM) and FCS

allows the connection of advantages of both tealesqWhereas, the collection of photons of
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single fluorophores with high sensitivity and higgmporal and spatial resolution represents
FLIM, FCS yields information about the dynamic bdetobserved volume. By monitoring
many fluorophores, e.g. in solution, the correlatad the fluorescence fluctuation abandons
interactions of the probe with its nano environmefte connection of both techniques
generates a diffusion map of the observed areaaecgll. Differences within the diffusion
times contain information about the behaviour @& fluorescent probe, e.g. the protagonist
can undergo interactions with cellular componemtsglitiusion can be slowed down due to
higher viscosities. The active transport, e.g. @lonicrotubule, might be discriminated from
regular cellular diffusion. Previous work applieghular confocal laser scanning for scanning
FCS. The probe is scanned with high repetition asie the correlation of subsequent pixels
reveals only slow diffusion processes, e.g. menwmoteins. In this work the development
of the diffusion imaging microscopy, a combinatioihFLIM and FCS, is presented, which
allows to determine even faster diffusion procesk®en to the micro second time scale.

The method of diffusion imaging microscopgbpr. DIM) was tested on different
experimental systems to proof the feasibility. Theterogeneity of the diffusion has been
observed at the tip of a micro capillary, dippetbim solution containing a fluorescent
labelled oligonucleotide. The anode inside the sniapillary caused an electric field along
which the oligonucleotides travelled. Within thepitiary an apparently slower motion has
been observed. Those experiments showed diffus@stcan be used to give contrast in
microscopic images.

The development of the diffusion imaging microscapycellular systems gives the
possibility to perform a diffusion analysis ovew&ole cell. To this end fluorophores linked
to a dhooligonucleotide were brought into a cell and inigeged by diffusion imaging
microscopy. The resulting diffusion maps showecatogeneities in cells. By development of
this method the investigation of transport procedges uptake of3-peptides, has become

possible.
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A EINLEITUNG

Die grof3en Herausforderungen in dié¥ sciencesind heutzutage Prozesse in Zellen
auf molekularer Ebene zu erforschen und zu verstekBerbei gilt es vor allem die
grundlegenden Signal- und Transportprozesse expeteth zu erfassen und theoretisch zu
modellieren. Zusatzlich bedeutet das VerstandnisRigulationsprozesse, verursacht durch
Storungen, in Hinblick auf Diagnose und Therapieeeneue Herausforderung in der
Biomedizin. Diese Erkenntnisse kbnnen zur Verbessgeron Therapeutika benutzt werden,
die gezielter und effektiver eingreifen kbnnen. diase Prozesse zu verstehen, helfen neben
den biologischen Methoden auch die analytischenhbtin der Nachbarwissenschaften.
Physikalische Methoden, wie die Mikroskopie, so hawhemische Methoden, wie die
Synthese von Fluoreszenzfarbstoffen, tragen zurklAuing bei. Aus dieser Inter-
disziplinaritat entwickelten sich Verfahren wie dier Fluoreszenzmikroskopie, mit der es
maglich ist, die Zellprozesse hochprazise und leibdgnd darzustellen. Zellsysteme und sogar
Gewebe konnen beobachtet werden.

Vor allem in der Biologie, aber auch in der Chenhiedizin und Physik konnte sich
die konfokale Fluoreszenzmikroskopie, auch durch Hommerzielle Vermarktung der
Technik, erfolgreich als anerkannte, analytischethdée festigen. Durch die Verbindung
biologisch aktiver Molekulle, wie Proteine oder DN#jt fluoreszenten Sonden wird die
Beobachtungsmoglichkeit durch die Fluoreszenzmiape eroffnet. Die Starke der
konfokalen Mikroskopie gegenuber der konventiomeligeitfeldangeregten Fluoreszenz-
mikroskopie liegt in deren Auflosungsvermégen, das die von ABE gefundene
Auflésungsgrenze reicht. Dies zu erreichen bedasbhderer Anregungslichtquellen: Laser.
Die beugungsbegrenzte Fokussierung von Licht em@rochromatischen Wellenlange in die
Probe ermdglicht eine Kontrolle in der Tiefenschaas gesammelte Fluoreszenzsignal aus
dem Anregungsvolumen des Lasers wird dabei auf eaolblende abgebildet. Streulicht,
sowie Fluoreszenz aul3erhalb des beobachteten Beseidrd eliminiert und fihrt so zu einer
Verbesserung des Signal-zu-Rausch Verhaltnisses. orteile des konfokalen Prinzips
erlauben es die Fluoreszenz in Zellen oder Zelbdlen, durch optische Schnitte, in einer
dreidimensionalen Auflésung darzustellen. Das Spekider fluoreszenten Molekiile, welche
dabei als Sonden eingesetzt werden konnen, ist.gmé8ben den organischen
Fluoreszenzfarbstoffen, dia vitro mit Proteinen, DNA, etc. gekoppelt werden, konmen

vivo erzeugte fluoreszente Fusionsproteine, wie z.B.gténfluoreszierende ProteianQl:
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green-fluorescent proteimdbk: GFP) in der Fluoreszenzmikroskopie eingesetztdermr
Ebenso interessant sind anorganische Halbleitéakas die mit biokompatiblen Molekulen
ausgestattet, z.B. mit Streptavidin oder Antikonpgekoppelt, mehr und mehr in die Welt der
Fluoreszenzmikroskopie eindringen.

Die Geschichte der optischen Einzelmolekulspekwpsk beginnt im Jahre 1976, in
dem THOMAS HIRSCHFELD einzelne, mit Fluoreszenzfarbstoffen hochmarki@rékorper, in
Lésung nachweisen konntédreizehn Jahre spater wurden von zwei unabhandiyappen
(W.E. MoERNERUNd L. KADOR, sowie M. QRRIT und L. BERNARD) einzelne in einer festen
Matrix eingebettete Dotierungen bei Tieftemperaturechgewieseh® Kurze Zeit spater
gelang es, die Fluoreszenz einzelner Molekiile hminRemperatur zu beobachfeiie
Kombination der Einzelmolekulspektroskopie mit @mkonfokalen Mikroskop brachte den
endgultigen Durchbruch der Einzelmolekullspektros&opiese Revolution in Auflésung und
Sensitivitat ermdglicht eine detaillierte Charaldierung von Fluoreszenzfarbstoffen, den
fluoreszenten Sonden. Beeinflusst von der Umgebadgr auch seines Protagonisten
verandern sich seine Fluoreszenzeigenschaftenz\BieFluoreszenzlebensdauer, Intensitat
oder auch sein Triplett-Verhalten, die im Ensemiody. im gemittelten Signal, verloren
gehen. Heute ist die Einzelmolekilspektroskopie 4mikroskopie eine etablierte Methode
in der Chemie, Biologie und Medizif:"*

Durch die in einem Volumenelement beobachteten tkatlonen der Fluoreszenz-
intensitat, konnen Aussagen uber die Dynamik deBrobachtungsvolumen aufhaltenden
Moleklle gegeben werden. Die Korrelation der Flspemzfluktuationen, die Fluoreszenz-
Korrelations-Spektroskopiesgl: fluorescence correlation spectroscopbpk: FCS), wurde
1972 experimentell von MsDE, ELsON und WEBB benutzt um die Dynamik der DNA
Denaturierung zu beobachten. Die Kombination def Fit der konfokalen Mikroskopie
ermoglicht die Beobachtung der Dynamik in einem mnuenige Femtoliter grol3en
Volumenelement und ist heute in vielen konfokaléumFeszenzmikroskopen implementiert.
Die Untersuchung von Dynamiken in Zellen kann somit punktuell beobachtet werden.

Das Einschleusen fluoreszenter Sonden in Zellen w®iden anschlielende
Beobachtung, unter spezieller Beriicksichtigung d@&umlichen Auflésungen von

Heterogenitaten in der Diffusion der Sonde, istdas dieser Arbeit.
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A.1 ZELLMEMBRANGANGIGE PEPTIDE

Allen Zellen gemeinsam ist die Zellmembran. Sieddtldie auf3ere Schicht einer
Zelle, in der die Zellkompartimente von der Umgelpuabgetrennt sind. Eine der
Hauptaufgaben, der aus einer Doppellipidschichtehenden, 10 nm dicken, semipermeablen
Membran, ist der Aufbau eines Zellpotentials. DemBhrung des Potentials bedingt eine nur
begrenzte Durchlassigkeit der Membran, die wiederanhand des Energieverbrauchs
eingeteilt wird. Wahrend der passive Transport dudfusion oder durch lonenkanéle ohne
Energieverbrauch geschieht, bendtigt der aktivengpart den Energielieferanten ATP um
mittels, z.B. Endozytose oder Rezeptorproteine, Miembran zu durchqueren. In den
Biowissenschaften ist das Interesse, Molekile omech Makromolekile in die Zelle
einzuschleusen ohne sie dabei zu beschadigen aden den Zelltod zu treiben, grof3. Vor
zwei Jahrzehnten war man Uberzeugt, dass der etatiseite Weg, fir die Internalisierung
von Makromolekulen, nicht umgangen werden kann. cBurdie Entdeckung der
zellmembrangéanigen Peptide offnete sich eine neuwglibhkeit, z.B. Proteine, DNA,
Botenstoffe oder auch Fluoreszenzfarbstoffe alsekware Fracht sicher in die Zelle
einzuschleusen.

Zellmembranganige Peptidengl: cell penetrating peptidedbk: CPP) sind Peptide,
die die Zellmembran ohne Hindernis durchdringenng@mund sich im Kern lokalisieren.
Diese Peptide kommen in vielen verschiedenen bigtbgn Systemen vor. Die Unterteilung
erfolgt in zwei Kategorien die nach ihrer Herkuaffttscheidet: (i) die viralen Proteine und (ii)
die Homeoproteine, die in eukaryotischen OrganissmkRommen. Die beiden Proteinarten
unterscheiden sich in der Erkennungssequenz. Wéltiterdie viralen Proteine eine kleine
Abfolge von Aminosauren ausreicht, sind fir die Walime der Homeoproteine drei Helices,
welche die so genannte Homeobox bilden, verantiebrtl

Ein Beispiel eines viralen CPP ist das Tat-Proteielches im menschlichen
Immunschwachevirus Typ Zerigl: human immunodefficiency virugdbk: HIV-1), in der
frihen Phase der Infektion auftritt. Eingedrungendellkern aktiviert es die Replikation des
viralen Genoms. Die Erkennungssequenz des 86 Aiimes langen Peptids ist nur eine
kurze Abfolge aus mehreren benachbarten, positladgeen Aminosauren, Arginin und
Lysin. Diese Erkennungssequenz reprasentiert @mnerslie Proteintransduktionsdomane
(engl: protein transduction domaibk: PTD) und andererseits eine Kernlokalisierungs-
sequenzdngl: nuclear localization sequend&hk: NLS). Unabh&ngige Untersuchungen der
beiden Gruppen um KEEN und um RANKEL beschrieben 1988 zum ersten Mal die
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Eigenschaften des Tat-Proteins. Damals kam es a@cBEugabe von exogenem Tat-Protein
zu einer Transaktivierung eines transfizierten Ripgens im Zellkern?***?Die Gruppe um
VIVES untersuchte das Tat-Protein detaillierter und teeidass die elf Aminoséuren lange
Arginin reiche Region fur die Aufnahme relevant Bie Aufnahme des Peptids nach Zugabe
erfolgte innerhalb weniger Minuten bei 37°C undtabei 4°C. Die Aufnahme des Peptids
bei 4°C deutet auf einen nichtendosomalen Aufnahozegs hin. Trotz des vorherigen
Verbrauchs der ATP-Reserven konnte ebenfalls dpidPen Zellkern gefunden werdéf*

Zellmembranganige Proteine, wie das Tat-Proteind diir die pharmazeutische
Industrie interessant. Die Hoffnungen stutzen gielnauf, dass diese Peptide molekulare
Arzneistoffe durch die Blut-Hirn-Schranke hinweghseller und zuverlassiger zu ihrem
Bestimmungsort bringen kénnéh.

Bei Untersuchungen voim vitro hergestellten Peptiden, die ausschlief3lich ausrein
kleinen Abfolge von Argininen oder Lysinen bestamdirde eine verbesserte Aufnahme des
D-Analogons in die Zelle festgestellt, als mit deer dativenL-Aminosaure. Das Ziel ist,
durch die Verwendungen d@rhomologen Aminoséure Arginin eine neue, pharmazeut
relevante Gruppe der Peptidomimetika zu erschaffenen Vorteile in der enzymatischen
Stabilitat liegen.

Durch die Kopplung der Peptide mit einer molekutafgacht erhalten diese, wie
schon erwéhnt, eine groRe Bedeutung. Das Inteféss#iese Arbeit bestand darin, die
Peptide als zuverlassige, molekulare Transporter flfioreszente Sonden in Zellen zu
benutzen. Um nachzuweisen, dass [8lieeptide fur die Aufnahme ebenso zuverlassig sind
wie diea-Peptide, wurde die LAngenabhangigkeit der Aminasikette des Peptids in Bezug
auf die Aufnahme durch die Zelle beobachtet. Vedeenwurden hierbei verschiedene
Fluorescein markiertB-Arginin-Kettenlangen, hergestellt in Kooperatioit der Gruppe um
Prof. Dr. D. &EBACH, von vier bis zehn Aminosauren, die mittels Flsasnzmikroskopie
beobachtet wurden. Wie schon bei deiHomologen wird auch bei def-Peptiden eine
Langenabhangigkeit erwartet, wobei bei langerertaletine verbesserte Internalisierung in
die Zelle beobachtet werden konnte. Zum andererdevalie Konzentrationsabhangigkeit
untersucht, welche ebenfalls, wie bei dermm-Homologen, eine gewisse

Schwellenkonzentration aufweist.
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A.2 BILDGEBENDE DIFFUSIONSANALYSE

Fur die Aufklarung von Signalprozessen innerhalbeeiZelle besteht seitens der
Biologie ein grol3es Interesse. Die derzeitig konmedlr erhéltlichen Systeme bieten die
Moglichkeit, dreidimensionale komplexe Strukturearaistellen und somit spektral- und
zeitaufgeloste Fluoreszenzmikroskopiendl: spectrally-resolved fluorescence lifetime
imaging microscopyAbk: SFLIM) zu verwirklichen. Mit der FCS ist es mdagii raumliche
und zeitliche Fluoreszenzfluktuationen in einemirida Volumenelement oder Gebiet zu
untersuchen. Eines der besonderen Vorteile der WM€Bede ist, dass die gemessene
Korrelationsfunktion Unterschiede im Aggregatiorstamd des Fluorophors empfindlich
wiedergeben kann. Die Verfugbarkeit der FCS-Methatieg seit der Verwendung in
konfokalen Laserscanningmikroskopeendl: confocal laser scanning microscop&hk:
CLSM) stark an.

Mit einer neuen Technik, die die statische Bildgapuit der dynamischen Analyse
vereinigt, kann es mdglich sein, HeterogenitadtedenDynamik eines Systems in einem Bild
darzustellen. Verschiedene Ansatze, Diffusionsayessaiber einen grol3eren Bereich zu
machen wurden von verschiedenen ArbeitsgruppesreSEN WESTON) gezeigt. Die
Methode der Bildkorrelationsspektroskopea@l: image correlation spectroscodbk: ICS)
ging als Nachfolger des Scanning-FC&bK: sFCS) hervor. Die hier zu Grunde liegende
Hypothese ist, dass die Dynamik innerhalb eineleZaluf Grund erhohter Viskositét, relativ
langsam ist. Die Diffusion in der Zelle ist alsmdgamer als in Losung. Durch eine erhdhte
Abtastrate, die das Volumen in kirzeren Zeitinthevaabtastet bevor es zu Verdnderungen
in der Fluoreszenzintensitdt kommt, kann es mogkein, die Veranderungen in der
Fluoreszenzfluktuation Uber die Zeit zu beobachteres funktioniert nur so lange die
Moleklle langsamer diffundieren als die Abtastra@iese Technik lasst sich fur
Diffusionsprozesse von Membranproteinen anwendenadf einer Zeitskala von mehreren
Millisekunden ablaufed®'’ In dieser Technik fehlt jedoch die Kombination von
Ortsauflosung und der dazugehdrigen Dynamik.

Einen ersten Schritt in diese Richtung unternahm @ruppe um EKENNETH D.
WESTON Hier wurde die Kombination aus Rasterscanning wrdkabrrelation von Photonen
genutzt, um Geschwindigkeitsprofile in Mikrokanaleafzunehmen. In ihren Experimenten
wurde die Fluoreszenzfluktuation fluoreszenter Bytplkiigelchen in einem Mikrokanal

punktweise aufgenommen und die jeweiligen Fluomexfhektuationen korreliert® Hierbei
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konnte das zweidimensionale Flussprofil in Mikro&ieam mit hoher rdumlicher Auflosung
aufgenommen werden.

Die Idee der bildgebenden Korrelationspektroskdyitte zum Ziel, die Methode von
WESTON weiter auszubauen, und fur die Darstellung vonn3partprozessen in lebenden
Zellen nutzbar zu machen. Die Methode voresioN wurde um die FLIM, also die
zeitaufgeloste Fluoreszenzmikroskopie, erweitem, auséatzlich die Fluoreszenzlebensdauer
zur Diskriminierung der Autofluoreszenz benutzenkbnnen. Durch den gewahlten Ansatz,
eine Probe punktweise abzutasten und in jedem @iklpeine separate Korrelation zu
erzeugen, wird die Erfassung schnellerer Diffusmprdie mit der sFCS-Methode nicht zu
realisieren ware, ermoglicht. Die Umsetzung wirdt minem Objektscanning-Mikroskop
durchgefuhrt, das einem die Méglichkeit eroffnee Brobe prazise punktweise abzutasten.
Die Ansteuerung der Bildpunkte durch Laserabtastingegen hat nicht die Mdglichkeit die
geringen Schrittweiten, die beim Objektscanningueoidig sind, zu realisieren. Der Vorteil
des Laserscannings liegt in der Schnelligkeit dbtastung. Andere bildgebende Verfahren
wie die Aufnahme mit einer elektronisch verstark@@€D-Kamera, erreichen nahezu die
Empfindlichkeiten der Lawinenphotodioden, jedoch die kleinste Zeitauflosung der

Kameras im Bereich von 1 ms, also im und lGber deneiBh von Diffusionsprozessen.

Durch die Internalisierung fluoreszenter Sondedeften, die spezifische Signal- oder
Transportprozesse markieren, koénnen unterschiedlbiffusionsprozesse mit Hilfe der
bildgebenden Diffusionsmikroskopie wiedergegebemndee. Mit der raumlichen Aufldsung
eines konfokalen Mikroskops konnten die Untersohidér Diffusion bis in die einzelnen
Kompartimente der Zelle dargestellt werden. Fir Idiernalisierung fluoreszenter Sonden
kann das Transportersystem mit dem Prinzip dermzsglibrangdnigen Peptide benutzt
werden, um eine schnelle effiziente Aufnahme zu&weleisten. Neben einer Erhéhung der
Diffusionszeit durch die erhdhte Viskositat inndbthader Zelle werden hdhere
Diffusionszeiten durch den aktiven Transport odecH Bindung erwartet.




B THEORIE

Sir IsaAc NEWTON stellte sich das Licht in Form von LichtteilchearvAnfangs des
19. Jahrhunderts bestarkten die Experimente am &spglt von HOMAS YOUNG die grolier
werdende Skepsis an der Teilchentheorie und zeigienBetrachtung des Lichts als
elektromagnetische Welle zur Erklarung der Wellchemakteristik.

Die Entdeckung des auf3eren photoelektrischen Bffdktch das Experiment von
HEINRICH HERTZ 1886 und deren Nobelpreis gekronte mathematisckiéring von ABERT
EINSTEIN 1905 brachte einen Durchbruch in der Erklarung\tedle-Teilchen-Dualismu¥’

Dies gilt seither als das Schlisselexperiment agrndung der Quantenphysik.

B.1 SPEKTROSKOPISCHEGRUNDLAGEN

Die Spektroskopie bezeichnet die Beobachtung derthdédwirkungen von Molekilen
mit elektromagnetischen Feldern. Die optische Spekbpie beschaftigt sich mit der
Wechselwirkung von Atomen und Molekilen und dererzebdgungen, Streuung oder
Reflektion von Licht. Die Beobachtung, Registriegumnd Deutung der Spektren, dient vor
allem dem Nachweis und der Bestimmung der Eigerigrhder Atome und Molekile, wobei
mit den Mitteln der Quantentheorie und der thescbitn Chemie Einblicke in die Struktur

der Materie moglich sind.
B.1.1 Absorption

Absorption ist die Wechselwirkung zwischen elektegmetischen Wellen und der
Materie. Der Wechselwirkung liegt das Resonanzutzhader Oszillatoren in der Materie
zugrunde. Bei bestimmten Photonenenergien entzidie®szillatoren dem Strahlungsfeld
Energie, dass heildt, sie absorbieren die Welle geden auf einen hoher gelegenen
Energiezustand Uber. Die Wechselwirkung zwischerlekden und Licht im sichtbaren
Wellenlangenbereich, von 400 — 750 nm (1,6 — 3,1 dkéten bei vielen ungesattigten,
organischen Molekulen auf. Chromophor nennt mangetggren Atomverband, der als Einheit
Licht aufnehmen kann, diejenigen Einheiten, diehtiemittieren kdnnen gelten in der
Fluoreszenz als Fluorophore. Die Absorption undedi@ssion von Licht werden von einigen
wichtigen Parametern bedingt wie der Struktur, dage und der Dynamik elektronisch

angeregter Zustande.
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Fur Bindungselektronen, die mit dem Licht interagre gelten scharfe Kriterien fur
die Erfullung der Resonanzbedingungen. Erstens rdigs&nergieerhaltung erfullt werden.
Diese Voraussetzung bezieht sich auf die quantemamesche Struktur der elektronischen
Zustédnde. Im klassischen Fall wird die maximale rgre@absorption nur im Resonanzfall
erfullt. Quantenmechanisch kann ein Elektron beiAlgsorption von Licht der Wellenlange

A unter Aufnahme der Energi@E aus dem elektronischen GrundzustaBg auf einen
energetisch hoher gelegenen Singulettzusta®d unter Erfillung der BHR'schen

Resonanzbedingung tbergehen:

Die Energie des Photons muss folgende Bedinguri¢jearf

AE=hE’=hE§ Formel 1

Typischerweise liegt die Zeit der Absorption eifdgotons im Bereich der Frequenz

der in der Bindung oszillierenden Elektronen. Didisgt etwa beil0™ bis 10*° s und
entspricht etwa dem sichtbaren Licht.

Als zweite Bedingung fur die Absorption eines Plmstomuss der elektrische
Feldvektor der Lichtwelle parallel zum elektronisoh Ubergangsmoment des Molekiils
stehen. Dieser Ubergang muss quantenmechanisaibtedain, d.h. das Ubergangsmoment
muss ungleich Null sein. Neben der Anregung dektreleischen Ubergangs werden auch
verschiedene Rotations- und Schwingungszustadnderegiy so dass eine Vielzahl von
Ubergangsmomenten, vor allem bei groRen Molekidtrekt nebeneinander liegen. Aus
diesem Grund beobachtet man bei Raumtemperatur eBapdktren fir Molekile, im
Gegensatz zu Linienspektren bei Atomen. Wechselwigkn mit Losungsmittelmolekilen
konnen diese zusatzlich verbreitern.

Absorption ist die Schwachung von Strahkiéinbeim Durchgang durch Materig
Diese Abnahme ist proportional zur Schichtdidkeund der KonzentrationJ]. Hieraus lasst
sich das LMBERT-BEERsche Gesetz formulieren:

dl = —K[J]Idx Formel 2

wobei « der Proportionalitatskoeffizient ist. Bekannterds¢ folgende Darstellung bei
der « Uber die Beziehung x =¢I[In10 durch &, den molaren dekadischen

Absorptionskoeffizienten oder auch Extinktionskaeéinten ersetzt wurde:

A= Igll—O = £[J]| Formel 3
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Befinden sich in einer Lésung mehrere absorbierévdiekile in unterschiedlichen

Konzentrationen, so ist[[J durch) & [Ji] zu ersetzen.

Ein MaR fir die Wahrscheinlichkeit eines elektrahisn Ubergangs kann man aus der
Flache der Absorptiol (&,: der molare Absorptionskoeffizient) tber den Wellereich
erhalten.

A= '[é’vdv Formel 4

In der Einzelmolekilspektroskopie spielt der Absiamsquerschnitt eine
entscheidende Rolle. Er reprasentiert die Wahratibekeit, dass das Molekill von einem
Photon getroffen wird. Der Absorptionsquerschnitirdwals Flache um das Molekl
verstanden aus der ein Photon eingefangen werdam kedird das Molekll als Zielscheibe

angesehen, so st der Absorptionsquerschnit (in cm?) bei gegebenen

Extinktionskoeffizientens ungefahrl0*a 2° Fiir organische Farbstoffe, wie Rhodamine und

Oxazine, die einen maximalen molaren Extinktion$fizienten von ungefahrl0® L

haben, kann ein Absorptionsquerschnitt von &g, =% =10010"*cm? =10A2 berechnet

werden.
B.1.2 Emission

Der Effekt der Lumineszenz wurde erstmals 1565 dem spanischen Arzt und
Botaniker NCOLAS MONARDES in einem Extrakt aukignum nephriticumbeobachtet. 1833
berichtete Sir BviD BREWSTERder Royal Society uber ein aul3ergewohnliches Rhénp
welches er beobachtete. Er gab ihm den Namen piatBispersion® In seinem Experiment
fokussierte er einen Sonnenstrahl in eine LosursgGhlorophyll. Die an sich griine Lésung
erschien um den Sonnenstrahl herum in einer banrofarbe. Sir GHN HERSCHEL
beobachtete den Effekt in einer Losung aus ChidtatsuEr beschrieb es als eine
himmelblaue Farbe und nannte es ,epipolische Dsspef. Sir GEORGE GABRIEL STOKES
schlie3lich beobachtete den Effekt 1852 an Flu@fiussspat) und nannte es erstmals
Fluoreszenz*%

Durch Absorption eines Photons geht das bestraMigekil von seinem
elektronischen Grundzustand in einen thermodyndmrscht stabilen schwingungs- und
rotationsangeregten ersten elektronisch angeregiestand Uber. Durch Emission von

Photonen einer hoheren Wellenlange kann das Molekéber in den elektronischen
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Grundzustand zurtickkehren. Diesen Vorgang bezeiciman als Lumineszenz. Zur
Lumineszenz z&hlen die Phosphoreszenz und dieddpenz. DasaBLONSKI-Diagramm in
Abbildung 1 verdeutlicht die stattfindenden Uberggn

Fluoreszenz ist ein erlaubter Ubergang zwischentahden gleicher Multiplizitat.
Phosphoreszenz hingegen ist ein verbotener UbergaBg von einem Triplett in den
Singulett-Grundzustand.

Aus dem Grundzustand wird ein Molekil innerhalb voh0™s in
Schwingungsniveaus der elektronisch angeregtenéaddst angeregt. Die Kernabstande
bleiben wahrend der elektronischen Anregung glallehdie Geschwindigkeit der Anregung
schneller erfolgt, als eine Schwingung der Atomkettauert (RANCK-CONDON-Prinzip).

Hohere elektronische Zustande gehen strahlungsladen %-Zustand Uber. Diese
interne Konversion engl: internal conversionAbk: IC) dauert 13° bis 10*?s. Durch
strahlungslose Desaktivierung (¥3s) gelangt das Molekiil in den Schwingungsgrundmnest
von § (Schwinungsrelaxatiorengl: vibrational relaxationAbk: VR), aus welchem nach der
KAsHA-Regel die Fluoreszenz erfolgt. HOhere Schwingungisinde werden zwar gemal3 der
BoLTzmANN-Statistik auch besetzt, die Desaktivierung hoh&enwingungsniveaus durch
StoRe z.B. mit Losungsmittelmolekulen oder der Wighdber ein schnellerer Prozess als die
Fluoreszenz.

Molekile kénnen aus Singulett-Zustédnden Uber lot@tkinations-Prozessesrgl:
intersystem crossingibk: ISC) in Triplett-Zustande Ubergehen. Die Desaétivng von T
nach % ist spinverboten und lauft deswegen mit gering&hrscheinlichkeit ab als ein
Singulett-Singulett-Ubergang. Daher hat def-ZUistand eine langere Lebensdauer von
Millisekunden bis Sekunden.

Gelangt ein Molekul durch ISC nach;, Tso kann es aufgrund der langen
Triplettlebensdauer im Bereich von Millisekundenratu weitere Absorption in héhere
Triplettzustande manchmal bis zur lonisierung aegewerden.

Die Prozesse sind hier noch einmal zusammengefasst:

« Absorption S, +hv = S Dauer: ~103° s

* Fluoreszenz S - S, +hv' Dauer: ~10 — 10" s
« Phosphoreszenz T, - S, +hv" Dauer: ~1G - 1C¢s
« Interne Konversion S - S,+ Wéarme Dauer: 10 -10"s
« Schwingungsrelaxation S'-S Dauer: 10°-10"s
+ Interkombinations-Prozess S, - T, Dauer: 10°-10°s

10



Theorie

Weil das Molekil aus dem Schwingungsgrundzustand Sn in  hohere
Schwingungszustande in, @ngeregt wird und aus dem Schwingungsgrundzustaisl in
hohere Schwingungszustande ip &nittiert, ist das Emissionsspektrum gegentber dem
Absorptionsspektrum bathochrom verschoben.

Wenn sich die Geometrien des-Sund S-Zustandes nicht stark voneinander

unterscheiden, verhalten sich Absorptions- und Eiomsspektrum nahezu wie Bild und

Spiegelbild.
Sll y
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Abbildung 1: JABLONSKI -Diagramm ohne Berucksichtigung der Rotationsenerghiveaus. Strahlungslose
Ubergange sind mit wellenférmigen Pfeilen angedeuteVorgange mit Photonen sind als gerade Linien
dargestellt. F: Fluoreszenz, P: Phosphoreszenz, I@nternal Conversion (strahlungslose Desaktivieruny

ISC:

Triplettzustande, VR: Schwingungsrelaxation (Ubergag in den Schwingungsgrundzustand)

Intersystem Crossing (Ubergang mit verbotener Spinumkehr), S Singulettzustande,

B.1.3 Fluoreszenzquantenausbeute

Die Fluoreszenzquantenausbeute, gibt das Verhaltnis der von einem Molekiil

emittierten zu den absorbierten Photonen an:

11
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®, = em Formel 5

Diese lasst sich auch Uber die Geschwindigkeitdkotsn  aller
Desaktivierungsprozesse beschreiben
kfI
P
fl sl

Formel 6

wobei k, die Geschwindigkeitskonstante der Fluoreszenz kypddie Summe aller

Geschwindigkeitskonstanten der strahlungsloseneBsazdarstellt.

Zur experimentellen Bestimmung von Quantenausbelgdrt es verschiedene
Methoden, die von Emas und @RosBY** beschrieben werden. Zur Bestimmung von
absoluten Quantenausbeuten kann die Methode demrmah blooming“ angewendet
werden?>?® Hierbei wird durch strahlungslose Desaktivierumgivierdende Wéarme (ber

Brechungsindexanderungen gemessen.

Farbstoff Losungsmittel A, [nm] Temperatur [°C]  Quantenausbeute
Fluorescein 0,1M Natronlauge 496 22 0,95
Tryptophan Wasser 280 0,13

Phenol Wasser 275 23 0,14
Rhodamin 6G Ethanol 488 0,94
Rhodamin 101 Ethanol 450 25 1

-Carotir 1N Schwefelsaul 35(C 25 0,6

Tabelle 1: Quantenausbeuten verschiedener Fluorophe. Siehe ReferenZ’.

B.1.4 Fluoreszenzlebensdauer

Die Fluoreszenzlebensdauerist die Zeit, in dery, der angeregten Molekile wieder

in den elektronischen Grundzustangl Z8rtiickgekehrt sind. Die Fluoreszenzintensitat reine

Probe fallt bis zur Zeir auf ¥, des Anfangswertes ab. Die Lebensdauer lasst sildan

Geschwindigkeitskonstanten berechnen:

1
r=———
kfI +ks|

Formel 7

Als natirliche Lebensdauer, ist die Lebensdauer definiert, die nur durch

Fluoreszenz in Abwesenheit strahlungsloser Desekting zustande kommt:
1

h = Formel 8
kfI

r
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Die nattirliche Lebensdauer lasst sich grob dbgr= ). ~ abschatzen. Die

Quantenausbeute und die Lebensdauer hangen ugenda Gleichung zusammen:

T
bd=— Formel 9
T

n

Bei unimolekularer Desaktivierung nimmt die Fluaeszaktivitat monoexponentiell
ab.

| (t) =| (O) X Formel 10

wobei | (t) die Fluoreszenzintensitét zur Zeiind | (0) die Intensitét zur Zeid ist.
Bei komplizierteren Desaktivierungsprozessen nirdmatintensitat mehrexponentiell

ab, und die Abklingkurve (t) kann durch eine Summe verf-unktionen dargestellt werden:

1(t)=1 (O)Z a e/, Zai =1 Formel 11

Freie organische Farbstoffe zeigen oft eine monoeaptielle Fluoreszenzkinetik.
Mehrexponentielle Fluoreszenzkinetiken treten zlBi gebundenen Farbstoffen, bei
Farbstoffen in viskosen Losungsmitteln oder durbbtpinduzierten Elektronentransfer mit
funktionellen Gruppen auf. Durch die AnkopplungesinFarbstoffes an ein Oligonukleotid
erhalt man meistens eine Verteilung von Fluoredebensdauern entsprechend den

verschiedenen Konformationsmadglichkeiten.

B.2 EINZELMOLEKULSPEKTROSKOPIE

MOERNERUNd KADOR gelang es 1989 unabh&ngig voRRDr und BERNARD die ersten
einzelnen Moleklle bei tiefer Temperatur in ein@stén Matrix spektroskopisch zu
beobachteh® was der Anfang der optischen Einzelmolekiilspekinpie éngl: single
molecule spectroscoppbk: SMS) ist. Seither entwickelte sich diese Spekivpge zu einer
sehr variantenreichen Methd8eund findet heutzutage Anwendungen in der Chemie,
Biologie und in der Medizii® Mittels Laser-induzierter Fluoreszenz und hochisiers
Detektion besteht heute die Mdglichkeit, im Gegénga Ensemble-Messungen, welche tber
viele Molekule mittelt, Subpopulationen in untengctichen Mikroumgebungen zu
beobachten. Mit Hilfe verschiedener Einzelmolekilitgken, wie TIR-FM (Totalreflexions
mikroskopie, engl: total internal reflexion fluorescence microscgpyjei der durch
Totalreflexion ein evaneszentes Feld entsteht, eerfei bildgebende Techniken mit

hochempfindliche und elektronisch verstarkte CCDr€eas benutzt. Im Folgenden wird die
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etwas altere, aber fur die Einzelmolekilmikroskoprapfindlichere Methode mittels des
konfokalen Prinzips erklart.

B.2.1 Das konfokale Fluoreszenzmikroskop

Die konfokale Mikroskopie wurde 1957 vonARVIN MINSKY erstmals verwirklicht
und patentiert? Mehr als dreiRig Jahre spater benutzteb®F RIGLER schlieRlich diese
Methode 1992, um einzelne Molekille zu detektiéféh. Seitdem ist die konfokale
Mikroskopie der meistgenutzte Aufbau der Einzelrkilepektroskopie, und stellt auch in
dieser Arbeit das mikroskopische Gerust dar. Dian@lagen der konfokalen Mikroskopie
sollen in diesem Abschnitt naher erlautert werden.

ERNST ABBE beschaéftigte sich in der zweiten Halfte des nelntan Jahrhunderts mit
der Theorie der Lichtmikroskopie. Er zeigte hierdee Grenzen der Lichtmikroskopie auf,
die von dem Brechungsindex der Probe und durchCdigktivliinsen begrenzt ist. Selbst
beste Optiken ohne chromatische und sphéarischer@timren stellen kein perfektes Bild dar.
Eine Punktlichtquelle erscheint in einem beugungeirezten Bild wie eine leuchtende
Scheibe mit konzentrischen Kreisen abnehmenderndiité, das so genannte IRX
Scheibchengngl: AIRY disc, nach dem englischen Astronomero&GEB. AIRY). Dieses
Beugungsmuster, ein Ergebnis der Wellennatur destés, ist ein Spezialfall der Fraunhofer
Beugung. Die Qualitat eines Bildes lasst sich ge®gfEe an der Anzahl der Beugungsringe
im Verhaltnis zum Brechungsindex und der numerischpertur des Objektivs beschreiben.
Der Radiusrary des ersten dunklen Rings in denrRA Scheibchen ist abhangig von der

eingestrahlten Wellenlang&, und der numerischen AperthiA des Objektives.

Mairy = 0,61% Formel 12

Liegen zwei gleich helle Punkte in einem kleinenstandd in der Objektebene
entfernt, so liegen ihre Beugungsbilder nebeneieandder Bildebene. Die Bilder sind dann
aufgeldst, wenn deren AbstaddyréRer als der Radius desR& Scheibchens ist. Dies ist das
RAYLEIGH Kriterium und beruht auf der Annahme, dass zweikilichtquellen inkoharent
leuchten.

Die theoretische laterale Auflosung kann bei deémdung von perfekten Optiken
und einer planaren Struktur erreicht werden. Ireedreidimensionalen Struktur verursachen
fluoreszierende Objekte oder Streulicht, auch weie aul3erhalb der Fokusebene sind,

ungewollt Licht, welches von dem Mikroskopobjektaingesammelt wird und zu einer
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Reduzierung des Kontrastes um die Region des Flikusn. Anders gesagt, Objekte die
nicht unendlich schmal sind haben scheinbar eieéefscharfe, die grof3er ist als die axiale
Auflésung. Die konfokale Mikroskopie eliminiert ddscht, wodurch die Tiefenscharfe
vergroRRert wird. (Abbildung 2 und Abbildung 3)

FIG. 3.

INVENTOR,
MARVIN  MINSKY

BFM iﬁ?
ATTORRKEY.

Abbildung 2: konfokaler Aufbau nach MiNsky. 10: Lichtquelle, 11: Objektiv/Linse, 14 und 24
Lochblende (pinhole),17: Dichroitischer Strahlteiler, 22: Probe, 28: Detektor. (Bild aus Referen29)
Lediglich das Fluoreszenz- oder Streulicht, das @bfekten, die in der fokalen Ebene
und Tiefenschérfe des Systems liegen, ausgestahltwird beobachtet und gesammelt. Die
laterale Aufldsung ist bei einem verschwindendréei Beobachtungsbereich um den Faktor

1,41 besset: Daraus ergibt sich eine konfokale Auflésung voteral r = 222 ynd axial

r =% 33 Punktlichtquellen kénnten somit bei einer Anregawellenlange von 488 nm und

einem Olimmersionsobjektiv mit einer numerischereApr vonNA=1,45 ab einem lateralen
Abstand von 130 nm und axialen Abstand von 325 afgeddst werden.

.Konfokal“ ist definiert als ,,den gleichen Fokuslen®. In der Mikroskopie bedeutet
dies, dass das Bild entweder denselben Fokus\wagtdas Objekt, oder dieser Fokus bezieht
sich auf den Fokus im Objekt. So werden Objekt wwn Bild konfokal. Wenn
normalerweise ein Objekt von einem Fluoreszenzrskop abgetastet wird, erhalt man
Signale die aus der gesamten Dicke der Probe stanie meisten Signale kommen jedoch
nicht aus der fokalen Ebene. Das konfokale Mikrpskizndet mit Hilfe einer Lochblende in
der Bildebene die stdérende, nicht fokale Strahlawmg und dient somit als Tiefenfilter.

Abbildung 3 verdeutlicht das konfokale Prinzip.

15



Theorie

fokale Ebene

~§ : n
S Objektiv

Dichroitischer

Anregungslicht Strahlteiler

Lochblende

I Detektor

Abbildung 3: Schematisches Diagramm des konfokaleRrinzips. Licht, welches aul3erhalb der fokalen

Ebene emittiert wird, wird nahezu vollstandig durchdie Lochblende ausgeblendet.

Die hauptsachlichen Vorteile eines konfokalen Ms#kaps gegeniber einem

konventionellen Mikroskop sind hier aufgezeigt:

Storendes Licht, welches nicht aus der fokalen Eb&ommt, wird nicht
detektiert.

Aus Defokussieren resultiert keine Unscharfe, someééaubt es, die Betrachtung
in einer anderen fokalen Ebene der Probe vorzuneh@igjekte die vorher in der
fokalen Ebene lagen werden durch Defokussieren skmng dunkler und
verschwinden schlussendlich.

Durch systematisches Abtasten einer fokalen Ebere y{Ebene) und
anschlieBender Veranderung in dgrichtung — entlang der optischen Achse —
wird eine reale dreidimensionale Aufnahme des Qbje&rmdglicht. Dieses
Verfahren nennt man ,optisches Schneidenig]: optical sectioning)

Streulicht wird aufgrund der kleinen Ausdehnung Beteuchtung in der fokalen

Ebene minimiert.
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B.2.2 Konfokale Mikroskopie auf Einzelmolekul-Niveau

Nach den Anfangen vonHDMAS HIRSCHFELD einzelne Antikérper, die mit 80 bis 100
Fluoreszenzmarkern versehen waren, nachzuwéigefang es der Gruppe UmMCRARD
KELLER einzelne Molekiile in Lésung und bei Raumtemperaturdetektierefi. Nach den
ersten Versuchen stellte sich heraus, dass fliddiersuchung an einzelnen Molekulen nicht
das Fluoreszenzsignal und deren empfindliche Deteksondern die Rauschunterdriickung
der limitierende Faktor war. Elastisch@¥REIGH-Streuung, sowie die unelastischeMAN -
Streuung, storten die Fluoreszenz.

1992 machte sich BoLF RIGLER den konfokalen Aufbau zu Nutze, um einzelne, frei
diffundierende Molekiile zu detektier2f. Durch Erzeugung eines beugungsbegrenzten
Anregungsvolumens mit hoher Laserintensitat konimenur diesem kleinen Volumen die
Fluorophore zum Fluoreszieren angeregt werden. Milfe einer Lochblende, um
unerwinschtes Streulicht fur die Detektion einzogesm, sowie durch die Wahl geeigneter
Bandpassfilter, kann die Fluoreszenz isoliert werde

Das durch den erwahnten Aufbau erzeugte Detektamusen besitzt nur noch eine
GroRRe von wenigen Femtolitern (10), in denen sich ungefahr £0L8sungsmittelmolekiile
befinden. Die von diesen Molekilen ausgehend&AR -Streuung ist, im Vergleich zur
emittierten Fluoreszenz eines Farbstoffmolekulspaehlassigbar gering.

Der letzte fir die Einzelmolekilmikroskopie wichdigraktor ist die Konzentration der
zu beobachtenden Molekile. Wahrend der Beobachsatite sich nur ein Molekdl im
Beobachtungsvolumen aufhalten. Bei einem Volumen emem Femtoliter wirde die
Konzentration des Farbstoffs in der Losung etwkD2' m betragen. Zur Minimierung der
Wabhrscheinlichkeit zwei Molekile gleichzeitig im K zu detektieren sind also

Konzentrationen kleiner alsZ*'m notwendig.
B.2.3 Fluoreszenz-Korrelations-Spektroskopie (FCS)

Die Emission von Fluoreszenzphotonen von gleichanti Molekilen Uber einen
langeren Zeitraum enthalt Informationen, die efdelbstéahnlichkeitsanalyse zuganglich sind.
In der Fluoreszenz-Korrelations-Spektroskopieengl: Fluorescence  Correlation
SpectroscopyAbk: FCS), einer mathematischen Methode zur Signbls@aron Zeitreihen,
wird das Fluoreszenzsignal durch Korrelation eingelPhotonen verarbeitet. Die Anfange
der FCS liegen in den 70er Jahren des letzten Jatients. Das Ziel der damaligen
Untersuchungen galt der Dynamik der Denaturierumg DNA3* Die FCS entwickelte sich
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bis heute zu einer verbreiteten Technik, um mokseuDiffusionsprozesse in hochverdinnten
Losungen oder auf Membranen, chemische KinetikehKonformationsdynamiken und seit
einigen Jahren auch die Beobachtungen der Dynanulekumlarer Prozesse in und auf
lebenden Zellen und Geweben zu beobachten. Se W@@de die konfokale Mikroskopie
um die FCS erweitert*

Die FCS bendtigte in den Anfangsjahren mehrere kimwnd reduzierte sich im
Laufe der Zeit auf wenige Sekunden und ist somitihrer Empfindlichkeit zu einer sehr
schnellen Spektroskopie gewordén.

Das Fluoreszenzsignal eines kleinen Volumens, wslclurch die optischen Grenzen

der beugungsbegrenzten Anregung limitiert ist, wiats Funktion der Zeit F(t)
aufgenommen. Die Fluoreszenzfluktuatidﬁ(t) um das zeitliche Mittel des Signals spiegelt

die Anzahl der Molekile wieder die durch das Deteldvolumen diffundieren.

o (t) = F(t) _<F(t)> Formel 13
mit
<F(t)> = %T'l F (t)dt Formel 14

Diese Annahme gilt, solange nicht die Grenzen dethilde erreicht werden, zu
denen zum Beispiel die optische Sattigung oderPtiietozerstérung der Farbstoffe, welche
ein Resultat aus einer zu starken Laseranregurty gehort. In der Praxis wird das fokale
Volumen nie einheitlich ausgeleuchtet. Somit ergiith ein uneinheitliches, rdumliches
Profil, das sich aus dem Faltungsprodukt der thtg#den Ausleuchtung (und somit der
Anregung des Fluorophors) mit dem Detektionsvoluneegibt. Im Falle der konfokalen
Optik, welche erstmals von Koppel 1976 zur FCS esetzt wurd®, wird aus einem winzig
kleinen Volumen (Femtoliter) die Fluoreszenz gesathnmmitten einer durch ein doppeltes
konisches Laserprofil erzeugten Anregung. Der Eimf@it halber kann man das fokale
Volumen als eine raumliche Detektierbarkeitsfunktid(r) ansehen. Die lokale Fluktuation
der Speziea&:(f,t) enthélt den zugehdrigen Beitrag zur Fluktuatios BRioreszenzsignals.
Somit erhalt man

J:(F,t) = dD(F)cKZ(F,t). Formel 15

Die Integration Uber diese punktuellen Beitrageriutas Volumen definiert das

fluktuierende Fluoreszenzsignal
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F(t)= I(D(F)d?(r”,t)d% Formel 16
beziehungsweise das Fluoreszenzsignal an sich
F(t)= [o()c(r.t)d°r. Formel 17

Das fokale Volumen V welches durch die rdumliche Verteilung der

Detektierbarkeitsfunktionb(r) definiert ist kann wie folgt ausgedriickt werden

o))
V_j[¢(r)2d3r'

Mit dieser Formel fur das fokale Volumen ist mamni der Lage eine Aussage Uber

Formel 18

die Fluorophor Konzentration zu machen

<C> = @ Formel 19

Die Autokorrelationsfunktion der relativen Fluoreazfluktuation
H(t)DF(t+7
G(T) = < ( ) ( )> Formel 20

(F()"

stellt die Basis der FCS Analyse dar. Die Korrelatzur Verzdgerungszeitstellt die

normalisierte Abweichung der Fluoreszenzfluktuati®(t) um den Mittelwert dar. In dieser

enthalten ist die durchschnittliche Teilchenz@K) und somit auch die Konzentrati¢@)

<[d:(t)]2>: 1 _ 1
(F)* (N) (CON

Gewshnlich nimmt man fiir die réumliche Detektiekmitsfunktion ®(F) ein

G(O) = Formel 21

zylindrisches, zweidimensionales AGs-Profil oder einen @Gussformig gestrecktes,
dreidimensionales Ellipsoid an. Diese Naherung iwéaeht die Formel und ergibt die
Diffusionszeiten in der Autokorrelationsfunktionelehe fur den zweidimensionalen Fall

-1
T
1+— Formel 22
Iy

ergibt, wobeir, (¥ mitw als Radius des Volumens b&{w)/®(0) De? bzw. e™

abhéngig von der angewandten Form vb{ir ). Anzumerken sei hier, dass(r) als Produkt

aus zwei Faktoren besteht, die in der Punktabbgsiumktion wieder zu finden sind. Bei der
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Zweiphotonenanregung ohne konfokale Apertur ile(F) das Quadrat des

Laseranregungsprofils. Die  Zweiphotonenanregung igtine  Alternative  zur
Einphotonenanregung mit der man eine Verkleinerueg Anregungsvolumens erzielen
kann. Durch hohe Laserenergien, die benétigt werdem die entsprechenden
Photonendichten zu erreichen, kann es jedoch an Einvarmung der Probe fiihren.

Mit Hilfe der FCS ist es moglich, dynamische Praeegu beobachten. Zu diesen
gehoren die Messung der Diffusionsgeschwindigkeder molekularen Masse oder auch
photophysikalische Prozesse, wie zum Beispiel Ub®yg in nicht leuchtende
Triplettzustande, Protonierung@nsowie Isomerisierurl§ Diese Prozesse lassen sich iiber

die charakteristischen Abklingkurven beobachten hegtimmen.

Abbildung 4: Schematische Darstellung der spektragetrennten Kreuzkorrelation. Im oberenBild sind
verschiedene Sonden dargestellt, die spektral untechiedliche Fluoreszenz emittierenhjer blau und rot).
Durch spektrale Trennung der Information (links rot; rechts blay) werden nur die spektral getrennten
Fluoreszenzfluktuationen berticksichtigt. Durch Krewzkorrelation beider Fluoreszenzfluktuationen wird
ausschlieB3lich eine Korrelationfunktion der kombinierten Spezies erhalten.

Uber die Autokorrelation hinaus ist dikreuzkorrelation eine Erweiterung der
Korrelationsanalyse eines Fluoreszenzsignals. ligpe@satz zur Autokorrelation, bei der das
Fluoreszenzsignal mit sich selbst verglichen wirgrden zwei Signale unterschiedlichen
Ursprungs (z.B. aufgenommen mit unterschiedlichesteKtoren) miteinander korreliert.
Folglich wird bei einem aufgenommenen Signal bei Aetokorrelation ein Vergleich mit
sich selbst unternommen dessen Ergebnis die immegterkehrende signifikante Verweil-
dauer im fokalen Volumen ist. Bei der Kreuzkorrelatzweier unterschiedlichen Signale hin-
gegen wird der dahinter liegende Mechanismus déutlDie Kreuzkorrelation lasst eine

Vielzahl von Messvarianten zu, von denen sich zeiafache Methoden etabliert haben.
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Grundsatzlich unterscheidet man zwischen der Zwéinvien-Kreuzkorrelation und der
Zwei-Foki-Kreuzkorrelation qiehe Abbildung 4). Betrachtet man zwei verschiedene
Molektlspezies und j , welche eine gemeinsame Spezjesilden und somit ein fur die
Kreuzkorrelation relevantes Signal, so gilt digaitheine Form der Korrelationsfunktion. Sie
wird dabei wie folgt erweitert:

6, (=TT

(FW)(F; ()

wobei bei man bei = j die Autokorrelation erhélt und be# | die Kreuzkorrelation.

Formel 23

Daraus ergibt sich dann auch, dass die Amplitudddzuzkorrelation direkt proportional zur

Konzentration der gemeinsamen Molekullspezjesst. Betrachtet man die Formel genau

wird man feststellen, dass alle fluoreszierendereklde erfasst werden, wohingegen der

Zahler ausschliel3lich die Molekilspezigsreprasentiert.

Eine wichtige Grof3e in der Fluoreszenz-KorrelatiSpektroskopie ist die genaue
Definition des effektiven Messvolumens. Es ist bekamlass die gewohnliche konfokale
Optik mit dem beugungsbegrenzten Anregungsvolunmehdie Lochblende in der Bildebene
mit Hilfe der FoURIER-Optik beschrieben wifd*® wobei die Punktabbildungsfunktion des
Objektives mit der geometrischen (meist zirkularEahktion der Lochblende gefaltet wird.
In dem Fall des beugungsbegrenzten Anregungsvolsiwed die Punktabbildungsfunktion
als Bessel-Funktion beschrieben. Fir eine vollstdndig tbahdte Objektivoffnung kann
man in Naherung ein Awss-Profil im Radial und ein @RENTZProfil in axialer Richtung
annehmen. Eine analytische Losung fur die FaltungBildraum existiert nicht, deswegen
geht man dazu Uber, das System als eine dreidioralsi G\urverteilung anzusehen, welche
detektiert wird. Das Faltungsprodukt zwischen dewfiPder Laseranregung und dem Profil
der Detektionseffizienz ergibt:

2 2 2
E(F)=nW(F)=10® xex —Z(X :—y )—222 j Formel 24
— f'o 7
' w(F)

wobei o der Absorptionsquerschnitt und®, die Fluoreszenzquantenausbeute des

Farbstoffs, k den maximalen Wert fir die Lichtsammeleffizienzduh die maximale
Laserintensitat darstellk, y und z stellen die Raumkoordinaten dar, wolzedie optische

Achse ist. Die Parameter, und z, beschreiben die raumliche Ausdehnung des

Detektionsvolumens, wobei hier die VerteilungsfdmrktE(f) auf den jeweiligen Halbachsen
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auf ¥, abgefallen ist. Diese Emissionsverteilungsfunktisndurch den gesamten Raum

gréRer als Null, somit kann das Konzept einer hagrenzten Kugel nicht langer gelten. Da
das konfokale Detektionsvolumen in der Praxis mendllich grof3 ist, kann man in guter
N&herung davon ausgehen, dass die Konvergenz dasipgofils ein endliches Volumen

beschreibt, das effektive VolumeW, . Dieses erlaubt uns bei gegebener mittlerer

Konzentration die Anzahl der im Volumen befindliohéMolekille mit der inversen

Korrelationsamplitude anzugeben:

1

N =G(0)™" =V, (C) Formel 25

Die Beziehung zwischen der AnzaN und der normalisierten AmplitudG(O)

gehorcht der ®issonStatistik, in welcher der Mittelwert gleich deraBtlardabweichung ist.

Die Autokorrelation einer Ein-Farben-Anregung mit einer Farbstoffspezies ist:
W(r W(F' Jy?o(r, 7', 7)dVav’
o)< O E R0l )
(<c>/7 | w(r)dv)

Fur den Fallo(7, 7' ,0)=(C)3(7 —7') erhalt man fur das effektive Volumen

Formel 26

= IFrOZZO. Formel 27

Dieses effektive Volumen unterscheidet sich von datar Zwei-Farben-
Kreuzkorrelation in dem Sinne, dass die Lasermafitterschiedliche Grof3en besitzen. Somit

verandert sich das effektive Volumen bei der Kreuaidation zu

_ UV\/l(r)dV]UWZ(F)dV] _ o (2+r?) [[Z2+2)
Veiix = '[V\/l(r)\Nz(F)dV = > 2 > 2., Formel 28

wobei nun die beiden &wss-Profile mit W, (F) undW,(F) beschrieben werden.

Bei der Kreuzkorrelation wird angenommen, dass diehbeiden fokalen Volumina
perfekt Uberlappen. Jedoch ist das in der Praxisidhaéicht der Fall. Bei der Anregung mit
zwei Laserlichtquellen kann aufgrund der unterstiicteen Wellenlange nie ein vollstandiger
Uberlapp erreicht werden. Diese konnen durch kidlaesatze bei der Justierung, sowie die
unterschiedlichen FokusgréRen des Laserlichts anégvon Abberationen bei Aufbauten
ohne Glasfaser zum nicht vollstandigen Uberlappefiih Chromatische Abberationen des
Mikroskopobjektivs auf der Seite der Detektion weachen dort zusatzlich Fehler im
Uberlapp der Volumina. Das bedeutet, dass dastafée¥olumen, welches beide Detektoren
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sehen, nur die Schnittmenge der einzelnen VolurghaBei kleinen Abweichungen kann

man diese Fehljustierung herausrechnen.

Abbildung 5: Skizze zweier nicht vollstandig tberlppender Volumina. V ,, =V, NV,

Nimmt man an, dass die beiden effektiven Volumifaund V, zu den jeweiligen
Bruchteilenv=\/e+1“ und W=Ve+2'12 an dem gemeinsamen effektiven Volumen relativilgte
sind, so kann man weiterhin fur die jeweiligen Kenizationen entsprechend die
Beziehunger‘<Cij>:v<Ci> und <Cij>:w<Cj> ansehen. Die Konzentration in den jeweiligen
Volumina, die nicht zum gemeinsamen Volumen beéraigt dementsprecher{((:i>—<cij >)

und (<Cj>—<Cij >) Nur der Beitrag der Spezies innerhalb des geragiaa Volumens gibt

einen Anteil ungleich null zu dem Zahler der Koatensfunktion, wohingegen in dem
gesamten VolumeV, 0V, samtliche Spezies zu dem Nenner beitragen. Died &liso zu

einer falschlicherweise kleineren Kreuzkorrelatemglitude, fir die Kreuzkorrelation

interessante Spezigg. Die Amplitude der Korrelation, also bei der Zeitschiebung 0

schreibt sich wie folgt:

Formel 29

vIWLC,,)
V

() +(Cu)N(C.) +(C))

Eine andere Fehlerquelle in der Zwei-Farben-Kreustation stellt das so genannte

G,.,(0)=

Ubersprechenefngl.: cross-talk) dar. Hierbei ist der Absorptionsquinstt, des zu langeren

Wellenlangen verschobenen Farbstoffs (roten Fdifb¥tangleich null, so dass zu einem
kleinen Anteil auch der rote Farbstoff bei kiUrzerdfellenlangen angeregt wird. Diese
Tatsache lasst sich auch von der anderen Seitedmien, bei der die Emission des bei
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kirzeren Wellenlangen emittierenden FarbstoffsugaFarbstoffs) im Detektionsbereich des
roten Farbstoffs liegt und somit zum Fluoreszenmiges roten Detektors dazukomitht.
Die Kreuzkorrelation birgt viel Potential. So ist mdglich, stérende Artefakte wie das

so genannte Nachpulserengl: afterpulsing) der APD¥*

welche durch gefangene
Photonen in Unreinheiten der Halbleiterschichtender photosensiblen Schicht zurtick-
zufuihren ist und charakteristisch fur jede APDasteliminieren. Das Hintergrundsignal wird
in einer Kreuzkorrelation, da es in jeder Spur kiatlich auftaucht, besser unterdrtickt. Dies
bringt eine Steigerung der Qualitdt der Korrelatfonktion zugunsten des erwiinschten

Signals. gieheAbbildung 6)
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Abbildung 6: Vergleich einer Autokorrelationskurve (links) mit einer Kreuzkorrelationskurve (rechts.
Deutlich sieht man in der Autokorrelation Artefakte, die von den Detektoren stammen. Diese treten in

einem Zeitbereich von wenigen Mikrosekunden auf.
Diffundiert ein Farbstoffmolekll durch ein dreidingonales Gussprofil mit den
Halbachsen fur die radiale Ausdehnung und die axiale z;,, so kann man die

Autokorrelationsfunktion wie folgt formulieren:

-1 _%
G(r) =i(1+ 4ij (1+ 4ij

NU 1 z
1 Formel 30
1 Y t Y 7|
=—|1+— 1+ 9| —
N Ip %) Ip
mit
r2
T, =0 Formel 31
4D

, wobei r, die Diffusionszeit undD den stoffspezifischen Diffusionskoeffizienten

darstellt. Die Diffusionszeitr, hat somit einen direkten Bezug zum Diffusionskiaehten
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D. Auf Oberflachen wie zum Beispiel Zellmembranemeugfacht sich die Formel aufgrund
der Annahme, dass>>w ist zu der Gleichung mit der zweidimensionalerfuion
1 -1
G(T) =—(1+Lj Formel 32
N Tp
Den DiffusionskoeffizientenD eines kugelférmigen Molekils wird nach der
Beziehung von kesund ENSTEIN mit der Gleichung

_ kT
6, R,

Formel 33

berechnet, wobef, die Viskositat undR, den hydrodynamischen Radius ausdrickt.
Durch Umformen und Einsetzen erhdlt man so einektdr Beziehung zwischen der
Viskositat und der Diffusionszeit:
_ 21,KT
3IT{R,

Die mittels der FCS gewonnenen Informationen bésdten sich nicht nur auf die

Y Formel 34

Analyse von Diffusionsprozessen, auch andere Dykemi wie Bindungsstudien,

Triplettzustande oder Isomerisierungen lassenrsitlder FCS erfassen.

B.3 ZELLKULTUR

Fur die moderne Biologie sind Experimente in kudten und reproduzierbaren
Systemen von groRer Bedeutung. Nach den anfanglidbd&enntnissen, dass groliere
Lebewesen aus mehreren Zellen bestehen, intetessian sich schliel3lich immer mehr far
Prozesse, die im Inneren einer Zelle ablaufen. DWdferenzierung und Isolierung von
Zellen eines Organismus ist es mdglich, Prozessatvalb einer Zelle mit den immer exakter
werdenden Methoden der Analytik zu untersuchen weiere Erkenntnisse Uber die Zelle
und ihren Einfluss auf einen grél3eren Organismu®riangen. Die Untersuchungen Uber
deren Physiologie, ihren Zellzyklus im Spezielldie Zellteilung und den plétzlichen oder
programmierten Zelltod, sowie ihre Wechselwirkung imrer Umwelt, helfen nicht nur der
Biologie die Zellen zu verstehen, sondern sie aucheeinflussen. Fur diese Untersuchungen
macht man sich die Zellkultur zu Nutze. Die Eukaeyo (Mehrzeller) werden in einer
kunstlichen Umgebung, die mit Nahrmedien, angenmesséemperatur und entsprechendem
pH-Wert erzeugt wird, nicht nur am Leben erhaltendern vermehren sich dabei.
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Um eine aus Tieren stammende Zelle oder besserdieantsprechende Zelllinie zu
kultivieren, entnimmt man dem Tiergewebe Zellen uadsucht mittels der Wahl bevorzugter
Konditionen das Wachstum einer Kultur von Zellererteichen und diese zu vervielféltigen.
So gewonnene Zelllinien haben allerdings eine betjeeLebensdauer, jedoch kénnen diese
Uber Mutationen oder Kreuzung mit einer unsterlaiicEZelllinie zu einer wesentlich langeren
Lebenszeit gelangen. Der Schliussel des Erfolgesr euachsenden Zellkultur liegt in der

Imitation der urspringlichen Umgebung, aus dessenmen.

B.4 ZELLMEMBRANGANGIGE PEPTIDE

Das Tat-Protein ist ein Protein bestehend aus 8@ndésduren, welches in der
Replikation des menschlichen Immunschwachevirus Tygngl: human immunodefficiency
virus, Abk: HIV-1), in der frihen Phase der Infektion einelIR spielt. Einige Studien haben
sich damit beschaftigt, die Aktivitit von exogendrat-Protein zu untersuch&h,wobei
festgestellt wurde, dass das Protein die Fahigkegal3, durch die Plasmamembranen
hindurch zum Zellkern zu wandern und dort die Repion des viralen Genoms zu
aktivieren. Ein kleiner Bereich von wenigen Aminogh in der Sequenz ist fur die
Aufnahme des Peptids essentiell und konnte durdetEen der einzelnen Aminosauren
herausgefunden werden.

Diese Art von membrangangigen Proteinen kdnnteallem flir die pharmazeutische
Industrie interessant sein, da diese Proteine tlieHirn-Schranke Uberwinden kdénnten und
somit schneller und zuverlassiger den Wirkstoff s@inen Bestimmungsort bringen.
Interzellulare Signale kénnen auch tUber Signalpeptlie an einen Rezeptor in der Membran
andocken, als sekundére Botenstoffe weitergegeleeten.

Neben diesen viralen, zellgangigen Peptiden exéstiauch in eukaryotischen Zellen
ahnliche Peptide. Zu diesen Homeoproteinen zahit Beispiel dasAntennapediaProtein
(pAntp derDrosophilamelanogastender KNOTTED-1 KN1), ein Protein welches im Mais
vorkommt. Diese Proteine haben im Gegensatz zwilalen Proteinen eine grol3ere Region,
die fur die Membrangéngigkeit notwendig ist. DieBereich, der etwa 60 Aminoséauren um-
fasst, bildet die so genannte Homeobox, welchecEglausbilden kann, die an spezifische
DNA bindet. Diese Sequenz wurde bei vielen Tranpsknsfaktoren gefunden. Durch
Eliminierung des Tryptophans und des Phenylalanmmgler Homeodomain konnte die

Aufnahme verhindert werden. Die beiden eliminierfeninoséduren aus der dritten Helix des
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Proteins weisen daraufhin, dass diese Helix einepHialle in der Aufnahme des Proteins
spielt’®

Abbildung 7: Schematische Darstellung des Antennapka-Protein (pAntp) mit seinen drei Helices. Bild-
Quelle http://www-nmr.cabm.rutgers.edu/photogallery/structures/html/page20.html Stand 20. April
2006)

Fur den Aufnahmemechanismus der Homeoproteine wuethe Mechanismus
vorgeschlagen welcher in Abbildung 8 abgebildef“isbie positive Ladung des Peptids
bindet an die negativ geladene aulRere Membranelkr. Der so gebildete Ladungsausgleich
bewirkt eine Einstllpung der Membran und ein Ductihesusen des Peptids.

Die Aufnahme der Tat-Proteine ist hingegen nocthtnimllstéandig geklart. Zuerst
vorgeschlagene Mechanismen — welche auch bei dameblaroteinen vorgeschlagen wurden
— die Proteine kdnnten Uber Endozytose in die Zgdlangen, konnten durch Zellexperimente
bei Temperaturen von 4°C und durch Verarmung desdiglieferanten Adenosintriphosphat
(Abk: ATP) widerlegt werdef? Ebenso konnte die Aufnahme Uber Rezeptoren in der
Zellmembran bisher ausgeschlossen werden. Eineigtbiun der direkte Diffusionstransport

durch die Zellmembran &hnlich zu dem in Abbildungp8yeschlagenem Mechanisnis.
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__—— Peptides

Membrana

Currant Ofinicn in G2l Bialsgy

Abbildung 8: Vorgeschlagener Mechanismus zur Aufname der Homeoproteine. Bild aus ReferenZ')
Der positiven Ladung des Peptids steht eine negativLadung in der hydrophilen Schicht der
Zellmembran gegeniber. Es besteht ein Zusammenhangvischen der Bildung einer inversen Mizelle und
der Translokation des Peptids Penetatrin unter Einleziehung elektrostatischer Wechselwirkungen und
Einwirkung eines Tryptophans in der Homeodomain. (& Zeigt das in der inversen Mizelle gefangene
Peptid und die Offnung der Mizelle zur Zelle hin. p) Zeigt ein Modell einer Zelle, die die Doppelsciht

stort um durch die Membran hindurchzukommen.
B.4.1 Die poly-B-Arginine

Die Tat-Proteine unterscheiden sich von den Honaepren deutlich. Im Gegensatz
zu der fur die Aufnahme wichtigen Sekundarstruktuder Homeobox, konnte man durch
gezielte Mutation die Sequenz des Tat-Proteins ngeidn und die fur die Aufnahme
verantwortliche Sequenz erkennen. Die Regions(Egt in dem 86 aminoséurenlangem Tat-
Protein (MEPVDPRLEPWKHPGSQPKTACTNCYCKKCCFHCQVCFITK&ISYGRKK-
RROQRRAPQGSQTHQVSLSKQPTSQSRGDPTGPKE, hier rot markiebgsteht haupt-
sachlich aus den Aminosauren Arginin (R) sowie hyfK). Diese beiden Aminosauren
haben, als einzige unter den natiurlichen Aminosdutee Eigenschaft unter zellularen pH-
Bedingungen in protonierter Form vorzuliegen. Beer dUntersuchung Uber die
Aufnahmefahigkeit des Peptids bzw. Analoga stetitn fest, dass das Peptid aufgebaut aus
den D-Aminosduren und deren Retro-inverses sogar nochksebevon den Zellen

aufgenommen wurde, als sein natives VorBilf
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Die Verwendung def3-Peptide ¢iehe Abbildung 9) ist ein anderer Ansatz zur
Erzeugung von Peptidomimetika. Im Gegensatz zumhneativen Analogon der-
Aminosauren, sind diese vollkommen stabil gegeniileerproteolytischen Zersetzung von
Enzymerc*°>°%>" Durch Imitation von kurzero-Hormonen durch das entsprecherfiie
Analogon konnte sogar die biologische Wirksamkeit dnaloga gezeigt werdéf.Die
Toxizitat konnte bei Inkubationszeiten von 12 hhnicestatigt werdery.
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Abbildung 9: a-Arginin und das Homologep-Arginin.
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Abbildung 10: Fluorescein markiertesp-Arginin.
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C MATERIALUND METHODEN

C.1 EINZELMOLEKULFLUORESZENZMIKROSKOP

C.1.1 Das Mikroskop

In diesem Abschnitt werden die wichtigen Komponenteorgestellt, die zur

bildgebenden Fluoreszenz-Korrelations-Mikroskopadiigt und verwendet wurden.

e S
APD
\ - F
w
A

l'"a.\\_ #! PD

Abbildung 11: Schematische Darstellung des konfokah spektral aufgeldsten Fluoreszenzlebens-

_-—

-H-\-H"'\-\.\_

dauermikroskops.

In Abbildung 11 ist der Aufbau eines konfokalen kéigkops schematisch dargestellt.
Zur Anregung wird eine monochromatische Laserliobtlg (L) benutzt, die Uber Spiegel
seitwarts in ein Mikroskop (Axiovert 100TV, ZeisBeutschland) gelenkt wird. Uber einen
dichroitischen Strahlteiler (BS) wird das paralleleht riickwartig in ein Objektiv (100x, NA
1,45 und 1,40, Olympus, Japan) mit hoher numeriséqertur gefihrt. Das Objektiv
fokussiert das Anregungslicht in die Probe (S) umewirkt so eine Anregung der
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Fluoreszenzmolekile. Innerhalb weniger Nanosekumygdren die Fluoreszenzmolekiile ihre
Energie unter anderem auch in Form von langervestid.icht ab, welches durch dasselbe
Objektiv wieder eingesammelt wird. Dieses Fluoregiieht wird von dem dichroitischen
Strahlteiler transmittiert und mittels einer angeRénden Sammellinse auf die Lochblende
(PH) abgebildet. Hierbei wird das Licht aul3erhaly dnregungsebene, also aus hoéheren
bzw. tieferen Schichten ausgeblendet. Die hintelL.dehblende befindliche Sammellinse im
einfachen Brennweitenabstand kollimiert das Li€hirch einen zweiten Strahlteiler kann die
Fluoreszenz spektral oder durch Verwendung eingst-piolarisierenden Strahlteilerwurfels
gleichwertig auf die Detektoren verteilt werdentdtere Option ist hauptsachlich interessant
fur die Koinzidenzanalyse und die FCS-Analyse. e den Lawinenphotodiodererfgl:
avalanche photodiodes, kurz: APBiehe C.1.3, Perkin-Elmer, USA) stehenden, stark

fokussierenden Sammellinseri &€ 20 mm), richten das Licht auf einen sehr kleinen Bereich

der aktiven Flache der APDsauch Photonenzahlwerkeyenannt engl: single photon
counting moduleAbk: SPCM) die typischerweise einen Durchmesser véanpii hat.

Mit F und BS sind in Abbildung 11 die Filter undr&tlteiler (BS) gekennzeichnet
(AHF-Analysentechnik, Deutschland), die fir die sgmechenden Anregungs- und
Emissionswellenlangen angepasst werden misseralall& 2, sowie in Abbildung 12 sind
die verwendeten Strahlteiler aufgefuhrt.

Anregungswellenlange [nm] 470nm 532nm 635nm
Aufreinigungsfilter  HQ470/10 HQ532/10 HQ635/10
Strahlteiler Mikroskop z470/635RDC 565DCXR z470/635RDC
Emissionsfilte  HQ515/70N HQ620/60N HQ685/7(

Tabelle 2: Exemplarische Zusammenstellung der vervmeleten Filter im Einzelmolekilmikroskop.
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Abbildung 12: Filtersatz fir die Anregung mit der blauen Laserdiode bei 470 nm.

C.1.2 Die Anregungslichtquelle

Zur Anregung werden zwei gepulste Laserdioden mit Wellenlangen 470 nm und
635 nm benutzt die durch einen Pulstreiber PDL-g®&ia“ betrieben werden (PicoQuant
GmbH, Deutschland). Die einstellbaren Repetitiosraeichen von 5 MHz bis zu 80 MHz,
zusatzlich kann die Repetitionsrate durch eine regtePulsquelle gesteuert werden. Die
fasergekoppelte blaue Laserdiode LDH-P-C-470 érteene Leistung von ca. 1,5 mW und
hat eine maximale, leistungsabhangige Halbwertsbreon 300 ps bei der maximalen
Repetitionsrate von 40 MHz. Die rote Laserdiode Hegi 80 MHz eine maximale
Halbwertspulsbreite von 400 ps. lhre Leistung kahis auf 2 mW kontinuierlich
durchgestimmt werden. Das Strahlprofil der nichdefgekoppelten Diode entsprach der
Kavitat nach einer Ellipse.

Als weitere Anregungsquelle steht ein frequenzvepatter 532 nm Nd:YAG
Dauerstrichlaser (Lasergate, USA) zur Verfugungné&ed.eistung von 10 mW muss zur

Detektion einzelner Molekile mittels eines Filtelea mit kontinuierlich steigender optischer
Dichte (Abk: OD) stark abgeschwacht werden.

C.1.3 Die Detektoren

Mittels eines Einzelphotonen Lawinendetektors (SPAQR-15, Perkin-Elmer,
USA) werden Photonen mit einer Wellenlange von 4B3 1000 nm auf dem
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Hochleistungssiliziumchip  detektiert. Die Detekseffizienz des Detektors st
wellenlangenabhangig. Die beste Effizienz der vadeten APDs liegt in einem Bereich von
640 bis 720 nm.

SPCVFAQR-1X Pd Measurement
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Abbildung 13: Detektionseffizienz einer Einzelphotoendetektors. Die héchste Detektionseffizienz
liegt in einem Bereich von 640 bis 720 nmBi{ldquelle: LASER COMPONENTS GmbH, Deutschland,
http://www.lasercomponents.de/de/fileadmin/user_uplad/home/Datasheets/pe/spcmagr.pdf Stand  20.
April 2006)

Der durchschnittiche Durchmesser der aktiven Fdaemer Diode liegt bei ca.
175 um und ist thermoelektrisch gekuhlt und -terapgkontrolliert. Der Arbeitsbereich der
benutzten Photodiode kann von 50 Hz (Photonen pkur@ie) Dunkelphotonenzéahirate bis
Zu Sattigung von bis zu 15 MHz mit einer Totzeihugpischerweise 50 ns genutzt werden,
wobei aufgrund von Nichtlinearitatseffekten der Zest, eine Zahlrate von bis zu 200 kHz
realistisch ist. Die Totzeit resultiert auf der iakh LOschung €ngl. quenching) des
Detektors nach einer von einem Photon ausgelosé@nne. Das Ausgangssignal, ein G0
TTL-Signal Abk. f: Transistor-Transistor-Logik) mit einer Breite vea. 35 ns und einer
Hohe von 2 V gilt als Photonensignal fur die Mestka

Die APD wird im GEIGER Modus betrieben, das bedeutet, dass an der APD in
Sperrrichtung eine Sperrspannung (typischerweis®-4@®V) angelegt wird. Die

Sperrspannung ist diejenige Spannung die bei &rade in Sperrrichtung anliegt. Ab einer
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bestimmten charakteristischen Spannung kommt esneim Durchbruch und es fliel3t Strom
in Sperrrichtung.

Trifft nun ein einzelnes Photon auf den Detektardvain Elektron aufgrund der hohen
Feldstarke freigesetzt. Durch das hohe vorherrsishéreld beschleunigt das Elektron und
|0st so einen Lawineneffekt aus. Ein Vorwiderstaredhindert den Durchbruch der Diode
und kann ermoglicht so eine Ruckkehr in der Dioddan Ausgangszustand zuriickkehren.

C.1.4 Zeitkorreliertes Einzelphotonenzahlen (TCSPC)

Das zeitkorrelierte Zahlen einzelner Photonenasgl: time-correlated single photon
counting, Abk: TCSPC) eine empfindliche Technik um geringstehtsgnale mit einer
Auflésung von wenigen Pikosekunden in einer hoheitlichen Prazision aufzunehmen.
Dabei werden bei einer gepulsten periodischen Anrggquelle Photonen mit drei
Informationen versehen und gespeichert. Die Messkarbeitet im inversen Modus. Der
inverse Modus nutzt die Tatsache aus, dass nighjetdem Laserpuls ein Photon detektiert
wird. Aufgrund dieser Wahrscheinlichkeit wird dieu#&eichnung des Photons durch das
Auftreffen desselbigen ausgelost und durch den folggnden Laserpuls gestoppt, es wird
invers gemessen. Trifft ein Photon auf den Detektosendet dieser ein TTL-Signal an die
TCSPC-Karte aus. Das TTL-Signal wird mit einer Maait versehen, die der Zeit seit dem
Beginn der Messung entspricht. Zusatzlich 16st Samal einen Rampengenerator aus, der
nach der Ankunft des nachsten Signals des Lasegpglsstoppt wird. Diese Spannung kann
mittels eines Analog-Digital-Wandlerer{gl: analog to digital converteAbk: ADC) in eine
Zeit, die Mikrozeit, umgerechnet werden, die in Abbigkeit zum Messfenster des TAC
steht. Je nach Kartentyp stehen bis zu 4096 Kdigéldie Mikrozeit zur Verfigung, die den
Bereich des TAC abdecken. Als dritter Parametefiflischlie3lich noch die Information des
Kanals bzw. der APD ein, um eine eindeutige Zuondgnueum Detektor und seinem
Mel3system herzustellen.

Die GroRRe des TAC hat die GrolRe des Abstands zweserpulse. Durch die
Umwandlung mit Hilfe des ADC werden die Daten difiiert und in bis zu 4096
verschiedene Kanale sortiert, die der Ankunftszies Photons relativ zum Laserpuls
entspricht. Bei einer Repetitionsrate von 80 MH- W&DC-Auflosung von 4096 Kanélen
bedeutet dies eine Kanalbreite und zeitliche Auwihigs von 3 ps. Sammelt man die

Mikrozeiten der einzelnen detektierten Photonenr igdeem gewdéhlten Zeitraum in einem
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Histogram, so erhé@lt man eine Verteilung, die deltung des Laserpulses mit der
exponentiellen Abklingkurve der Fluoreszenz entsyri

Nach jedem angekommen Signal eines aufgetrofferneioRs bendtigt das System
einige Zeit um die Information Uber die verschiegterProzesse, wie TAC und ADC zu
verarbeiten und zu speichern. Innerhalb dieser IZ@in die Messkarte keine neuen Signale
verarbeiten. Man spricht hier von einer Totzeit.

Die TCSPC-Messkarte speichert die detektierte Ekmenz Uber einen
Zwischenspeicher (FIFO Speichengl: first-in first-out) als Strom einzelner Photonin
einem komprimierten, herstellerspezifischen Dateift (FIFO-Format) auf der Festplatte.
Hierbei sind jedem Photon drei verschiedene Inféionan zugeordnet: (i) die Makrozeit, (ii)
die Mikrozeit und (iii) der Detektionskanal. Zur #swertung der Daten missen die
Informationen aus diesem Rohdaten-Format extraverten.

FUr die Messungen wurden die Karten SPC-630 und-E2Cpeide Becker&Hickl
GmbH, Deutschland) verwendet. Die Weiterentwickluley SPC-630, die SPC-132, besteht
aus zwei von einander getrennten Messkarten. JexbsKdrte wird mit nur einem Detektor
verbunden. Im Gegensatz zur SPC-630, die durcVeiieendung eines Routers nur jeweils
das jeweils innerhalb der Verarbeitungszeit nur éete ankommende Photon verwerten
kann, flhrt dies zu einer Verbesserung der Sigshkaute. Diese so genannte Totzeit, die Zeit
in der ein Signal verarbeitet wird und die Messk&eine weiteren Signale verarbeiten kann,
ist bei der Einzelkarte der SPC-132 um einige Nakwsden geringer, als die der SPC-630.

Fur die Synchronisation der gesamten Anlage stehtaealoges Ausgabegerat zur
Verfigung. Diese 8-Kanal, 12-bit Analogkarte (NHF8Z13, National Instruments, USA)
kann bis zu 1 MHz Signal auf einen geschirmten Ahssblock ausgeben. In dem Aufbau
wurde sie dazu benutzt, TTL-Signale (Anstieg dearBping von Null auf funf Volt bzw.
umgekehrt) oder Rampensignale auszugeben, um diateGextern zu starten bzw. zu
stoppen. Fur die Ansteuerung der beiden SPC-13@&K46PC-132) war es notwendig, das
TTL-Signal in seiner Flankensteilheit zu scharfeda es ansonsten auf Grund
unterschiedlicher Erkennungsparameter zu einemeigigin Ausldsezeitpunkt gekommen
ware. Mit Hilfe eines elektronischen Bauteils, darL-ScHMIDT-Trigger-Schaltung, konnte

der Flankenanstieg des Signals auf 1,6 ns gesahérdien.
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C.2 EINZELMOLEKULSPEKTROSKOPIE

C.2.1 Bestimmung der Fluoreszenzlebensdauer

Zur Bestimmung der Fluoreszenzlebensdauer wurddldibode des zeitkorrelierten
EinzelphotonenzéhlenAlpk: TCSPC) angewandtsi€he C.1.4) In der Theorie geht man
idealisierend von einer Anregung durch eiaePuls aus, in der Praxis hat dieser jedoch eine
nicht vernachléssigbare Breite, was zu einer Vgdamg der gemessenen Lebensdauer der
angeregten Zustande fihrt. Die eigentliche Flu@esantwort F(t) ist mit dem zeitlichen

Profil der Anregungslichtquellda(t) gefaltet und ergibt so die gemessene AbklingkLR(Ie):
R(t) = | L) Flt-t Jar Formel 35

Zur Berechnung der tatsachlichen Lebensdauer migesg-ldoreszenzabklingkurve

R(t) entfaltet werden. Dies geschieht durch Abschatden Parametew; und 7. Das
FaltungsintegralR, (t) wird fur die vorgegebenen Parameter berechnetdasdErgebnis mit

der gemessenen Abklingkurvig(t) verglichen. Die Parameter werden solange variiad

das entsprechende Faltungsintegral neu berechaetiebAbweichung ein Minimum erreicht
hat.

Lol =)/
R.(t)= j L(t )- {z a.e /}dt Formel 36
0 i
Die Bestimmung der besten Ausgleichskurve erfolgthnder Methode der kleinsten
Abweichungsquadratex(®)

Formel 37

X’ =iZw.[R(t)— R.(t)]* mit & =

Die Fluoreszenzlebensdauer der mit dem TCSPC-Verfahren bestimmten

Fluoreszenzzerfalle wird mit dem Maximum-Likelihe8dhatzer bestimnif:®*
k -
in w
w kow _ ; '
D=
Z n
i=1

e -1 e
wobei « die Breite des Zeitkanalk ihre Anzahl, n die Zahl der betrachteten

Formel 38

le

Photonen undy die Zahl der Photonen im Zeitkanalsind. Diese Gleichung kann zum

Beispiel mit dem EMwToN-Verfahren numerisch gelost werden.
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C.3 DATENAKQUISITION UND —AUSWERTUNG

Sowohl die Datenakquisition als auch die Datenauswg wurden mit Hilfe der
graphischen Programmiersprache LabVI(EWLabVIEW® 6.0, sowie 7.1; National
Instruments Corp., USA) geschrieben. Kompliziertenel rechenzeitaufwendigere Routinen
wurden in C programmiert und Uber so genannte 8stellen im Kode €ngl: Code

Interface Nodes) in LabVIEWeingebunden.
C.3.1 Datenakquisition

Die Datenakquisition erfolgt iiber die in LabVIE\Wgeschriebenen Programme
DAQLinescan und DAQFIF®. Diese Programme bilden das koordinierende Zwisgiied
zwischen den einzelnen Mikroskopkomponenten und @emputer. Uber diese lassen sich
die verschiedenen piezogesteuerten und spindabetren Verfahrtische, ggf. ein
elektrooptischer Modulator eigl: electro-optical modulator,Abk: EOM) und die
verschiedenen TCSPC-Messkarten ansteuern. Die dreAdfnahme erzeugten Daten der
Messkarte werden in dem oben beschriebenen FIFQiM@oeim Abtasten bzw. Scannen)
Zeile fur Zeile oder bei Lsungsmessungen in eldedei gespeichert.

Die Datenakquisition im Abtast- oder Scanbetriefolgte durch eine Zeile hindurch
kontinuierlich. Durch einen bestimmten Versatz geszogesteuerten Scantisches, welcher
sich aus der Verweildauer in einem Bildpunkt undr &chrittweite zwischen zwei
Bildpunkten zusammensetzt, lassen sich die DatetlemAnalyse wieder auf die Position
zuruckrechnen, von der sie stammen. Dadurch entgpater in der Analyse ein vollstéandiges
Bild.

Die Fahrtische werden unidirektional betrieben, de3t am Ende jeder Zeile fahrt
der Tisch zum Ausgangspunkt der Zeile zurick undetet sich um eine Zeilenbreite, um
hier die nachste Zeile abzuscannen. Durch denrekitbnalen Betrieb des Scantisches wird
eine Hysterese vermieden und fuhrt zu einer préaisébtastung der Probe. Dies hat

ebenfalls zur Folge, dass die Dauer der Aufnahotewsin mehr als das Doppelte verlangert.
C.3.2 Datenauswertung

Die Datenauswertung erfolgte (iber die in LabVIEWeschriebenen Programme
Anna_linescan und dem DatascreenerDbl. Die grapaistrogrammiersprache LabVIEW
bietet die Mdglichkeit
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Hier wurden verschieden Auswertetechniken, wie bsbauerbestimmung aus
Fluoreszenzabklingkurvéf) Koinzidenzanaly$é zusammengefasst. Ebenfalls wurde die
bildpunktbezogende Korrelation implementiert.

Eine Ubersicht der Funktionen des Programms iftaibelle 3 dargestellt. Nach der
Header-Datei, die verschiedene Einstellungen dessMigg gespeichert hat, werden die FIFO-
Daten eingelesen und interpretiert. Die Interpretatier Daten erfolgte hier separiert nach
den verschiedenen Datenformaten, wie sie die esdtbpnde Messkarte gespeichert hatte. Die
so erhaltenen Daten wurden zunéchst fir die Ewsigleines Intensitatsbildes genutzt. An
dieser Stelle hatte der Benutzer die Moglichkeitjszhen den verschiedenen Formen der
Bildanalyse, oder auch der Analyse eines selektieBereiches, zu wéahlen. Wéhrend die
Information Uber einen selektierten Bereich aufglenet wurde, stellte die Bildanalyse eine
punktweise Untersuchung der Daten mit den Methodan In der letzten Version des
Programms konnten Analysen Uber die spektrale Mamtg die Fluoreszenzlebensdauer, die
bildgebende Diffusionsmikroskopie, sowie eine Kailenzanalyse durchgefuhrt werden.
Nach der Bearbeitung konnten die Daten entwedeiniem Bildformat, als auch in ASCII-

Format zur Weiterverarbeitung gespeichert werden.

Daten Import Einlesen der Datenheader vom Typ .hdr, .hd2 und .tx
Einlesen und Interpreatation ~ Format SPC-630 (.fifo, .ifif, .spc)
der FIFO-Rohdaten Format SPC-830 (.fifo, spc)
Format SPC-132 (.fifo, spc)
Bilddarstellung  Erzeugung eines Intensitatsbildes

Darstellung in RGB-Skalierung
Falschfarbenkodierung
Bildanalyse Bildanalyse von selektierten Bereichen oder dezgamildes

spektrale Verteilung

Fluoreszenzlebensdauerbestimmung
Parametrisiert

bildgebende Diffusionsmikroskopie
Parametrisiert

Koinzidenz Analyse

Export Export von
Bildern in verschiedene Formate
Daten in ASCII-Text zur Weiterverarbeitu

Tabelle 3: Ubersicht (iber die einzelnen Funktionerdes Auswerteprogramms Anna_linescan zur

Analyse von Scandaten.
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C.4 BERECHNUNG DERKORRELATIONEN

Fir die Kombination von SFLIM mit FCS ist die Kdagon der Daten von
entscheidender rechenzeitlicher Bedeutung. Im Rolge sind die zwei gangigsten und ein
neuer Algorithmus, die fiur die Korrelation interasssind aufgefuhrt.

C.4.1 SchnelleFourier Transformation (FFT)

Eine der Ublichen Methoden Korrelationen zu erstelist die Variante Uber die
Fourier-Transformation. Rechentechnisch wird die Korrelatilber die inverse durIER-
Transformation des Leistungsspektrums ermittelts Daistungsspektrum baut auf den

FouRrIierspektren des Fluoreszenzsignlff ) auf und berechnet sich wie folgt
S (f)= F(f)*EIF(f)=|F(f)|2. Formel 39

Durch anschliel3ende oBRIER-RUcktransformation des Leistungsspektrums erhalt

man die AutokorrelatiorR (r) des Fluoreszenzsignalt) .

= jSF (f)e*df Formel 40

Im Zeitalter modernster Computertechnik ist es wickdie immer grol3er werdenden
Datenmengen immer schneller zu verarbeiten. Bei Eesblemstellung der dURIER-
Transformation haben d®OLEY und TUKEY den Algorithmus der schnellenOBRIER-
Transformatiof® (engl: Fast FOURIER Transformation Abk: FFT) entwickelt. Die schnelle

FOURIER-Transformation ist ein Algorithmus der diskrete@URIER-Transformation. Sie

reduziert die Anzahl der Berechnungen fir Punkte, wobeilog, N ganzzahlig sein soll,

von 2N? auf 2Nlog, N
Die Grundidee hinter der schnelleoURIER-Transformation ist die diskretedBRIER-
Transformation der LangeN gleich der Summe der beiden diskreteURIER-

Transformationen der jeweiligen Lan@&'2 ist.

%_l 7i(2]
i)k 2j+1
- z € /u f + z e 2,+1) Formel 41
i=0
No 2ni(2i)k NJ-L 2i(2j4n
=>e /2f +e2"kZe /fZJﬂ)

j=0
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Diese Methode ist fir groRere Datenmengen sehgegignet. Der Nachteil an dieser
Methode ist die enorme Datenmenge, die durch déate Verteilung der Verzdgerungszeiten
zustande kommt. So passiert es schnell, dass eimsoKorrelation tber 10'000 Datenpunkte
gehdren (bei Korrelationszeiten von 10 ps bis 18D rRlUr den EVENBERGMARQUARDT-
Algorithmus, mit welchem die Ausgleichsgerade anDaten angepasst wurde, bedeutet dies
sehr viel Rechenzeit und enorme Speicherbelegung.

C.4.2 ,bin and correlate”

Eine weitere Variante ist die ,FulBweg“-Methode ,kand correlate”, bei der die
Datenspur in ein zeitliches Histogramm mit der 8theite der kleinsten gewlnschten
Verzogerungszeit Uberfihrt wird. Um die anfallende Datenmenge klairhalten, kann man
die Korrelation in quasi-logarithmischen Schrittéarchfihren. Die Modelfunktion fur die
Diffusion in der Fluoreszenz-Korrelations-Spektragie zeigt flr groRe Verzégerungszeiten
immer ein asymptotisches Verhalten gegen den Kairogiswert 0. Durch die Verwendung
von Datenpunkten im quasi-logarithmischen Abstamadss ein Fehler fir die angegebenen
Datenpunkte angegeben werden, die die Gewichtudgr anders die Verlasslichkeit des
Datenpunktes widerspiegeln. Um eine Standardabwegliir die Korrelation zu erhalten
wird zunéchst die gesamte Zeitspur in Segmentectgeizeitlicher Lange geteilt. Durch

Anwendung der Korrelationsfunktion
G(r)= <dF(t)D§F(t + T)>

(Ft)’

mit quasi-logarithmischen Schritten auf jedes Segmdasst sich dann die

Formel 42

durchschnittliche Korrelationskurve bestimmen undt nhrer Hilfe dann auch die

Standardabweichung&f®”¢®

G(r)=—= Formel 43

J(T) =12 Formel 44

Mit Hilfe dieser Standardabweichung ist es mdglidan LEVENBERG— MARQUARDT
Algorithmus zur nicht-linearen Abschatzung der k&ten Fehlerquadrate zu benutzen. Die
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Anpassung der Datenpunkt der Korrelation und deftandardabweichung an die

Modellfunktion GieheFormel 32) erfolgt numerisch.

Mittels des y* (siehe Formel 45) lasst sich eine Aussage lber die Gige d
Ausgleichskurve formulieren. Dabei ist ein typisch@/ert flr eine gute Anpassung
X>=N-M, wobeiN die Anzahl der Datenpunkte uMd die Anzahl der Freiheitsgrade
(Parameter) darstellt. Ist dag® deutlich kleiner alsN—-M, so wurden die Fehler zu
konservativ gewahlt und Uberbewertet. Igf deutlich groRer alsN-M, so wurden

entweder die Fehler zu klein angenommen oder dadeMwar falsch. Dasy® setzt sich
zusammen aus den Werten der Datenpunkte, der Acisgéeaden und den Werten der
jeweiligen Standardabweichung fur den Datenpunkt:

N _ . 2
X2 = z (yi y(a;"'aM )) Formel 45
im1 i

Zur Vereinfachung kann many® durch N-M teilen und erhélt so einen

allgemeinverstandlichen Wert Eins fUr eine gute @sgung.
C.4.3 Bildgebende Diffusionsanalyse

Fur die bildgebende Diffusionsanalyse kdnnen zwasifdhren angewandt werden:
» Bildpunktweise Korrelation der Bildpunkte
* Zusammenfassen von x, y Bildpunkten zu einem Bidipwnd anschlieRender
Darstellung

* in einem Bildpunkt Datenverringeruny

e in einem Bildpunkt und anschlielBender Wiederverwaigdder DatenGlattung
siehe auctAbbildung 14)

Im Folgenden wird auf die verschiedenen Methodanedh eingegangen.

Die Bildpunktweise Korrelatiorder Daten hat den Vorteil, dass die Bildauflésung
nicht herabgesetzt wird. Allerdings muss durch Kerrelationsansatz ,bin and correlate” die
Datenspur, die aus einem Bildpunkt erhalten windmiehrere Teile unterteilt, korreliert und
gemittelt werden um die Information Uber den Fehdler Korrelation zu bestimmen.
Anschliel3end werden die Daten bildpunktweise anMibelellfunktion angepasst und nach
Parametern getrennt dargestellt.

Bei der Datenverringerungsethode werden Bildpunkte zusammengefasst. Die

innerhalb eines Bildpunktes erhaltenen Photoneml@vekorreliert. So erhélt jeder Bildpunkt
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seine eigene Kaorrelation. Durch eine vorzugsweisadcptische Zusammenfassung der
korrelierten Bildpunkte, die zwar zu einer Verklgiang der Bildauflosung fluhrt, jedoch
nicht zu einer Verzerrung, kann eine mittlere Kiatiensfunktion wie in C.4.2 beschrieben
erhalten werden. Dieses kann an das erwarteteepdé€nschte Model angepasst werden. Die
erhaltenen Parameter kdonnen schliel3lich getrenngedtellt werden. Schon verwertete

Bildpunkte werden nicht fur weitere Korrelationegrwendet.

l'l'l.l.l'l'.}

IIIIIIIIIII}

i -\'il,""\._ .r"h\. .r'tn\l . -\'il.“". .r'tn\
Y °y 8 y,
I
.‘!.,. - .

Abbildung 14: Schematische Darstellung der glattengh Bildanalyse. Rot Jeweils die
Korrelationen der vier benachbarten Bildpunkte werden zu einer Korrelationsfunktion zusammengefasst
und an die Modellfunktion angeglichen und ergebencs farbkodiert eine Diffusionszeit. Griin und blau:
Das Muster bewegt sich nur einen Bildpunkt weiter nd verfahrt wie oben beschrieben.

Bei der Methode derglattenden Diffusionsanalyse, eine Abwandlung der
Datenverringerungsmethode, wird eine Maskkizgiertin Abbildung 14) Bildpunkt fur
Bildpunkt und anschlieRend zusatzlich Zeile furl&eiber das Bild gefahren und die

beinhaltenden Bildpunkte zu einer gemittelten Klatren zusammengefasst. Dabei kommt es
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zu einer Glattung tber das Bild. Die Bildgro3e \amfiangsx |y Bildpunkten verringert sich
Zu (x— P, +1) [ﬂy— P, +1) Bildpunkten wobeiP, und P, die Grolie der Maske angeben.

C.5 STANDARDLABORGERATE

C.5.1 Absorptionsspektrometer

Alle UV/Vis-Spektren wurden auf einem Cary 500 Sc@pektrometer (Varian,
Deutschland) in Quarzglas-Halbmikrokivetten (Suprasmd Quarzglaskivetten (Hellma,
Deutschland) aufgenommen.

C.5.2 Fluoreszenzspektrometer

Die Fluoreszenzemissionsspektren und Fluoreszeegamgsspektren wurden mit
einem Cary Eclipse (Varian, Deutschland) in QuazgdHalbmikroktvetten (Suprasil) und

Quarzglaskivetten (Helma, Deutschland) aufgenommen.

C.6 FARBSTOFFE

Die gangigsten Fluorophore kann man in drei Stnldkaissen einteilen: Carbocyanine,
Rhodamine und Oxazine. In den durchgefihrten Véaesuavurden zwei Rhodaminderivate
(Tetramethylrhodamin und ATTO488), sowie Fluoresogrwendet. Fur ein Zellexperiment

wurden Halbleiterkristalle verwendet.
C.6.1 Tetramethylrhodamin

Das Tetramethylrhodamin ist ein Fluoreszenzfarbstwit einem Rhodamin-
Grundgerist. Sein molarer Absorptionskoeffizierggli beim Absorptionsmaximum von
560 nm bei 95'000m0cm Das Emissionsmaximum liegt bei 582 nm. Die Quaatisbeute

des Rhodaminderivats liegt bei 90%.

44



Material und Methoden
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Abbildung 15: Strukturformel von Tetramethylrhodami n.
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Abbildung 16: Absorption- (schwarl und Emissionsspektren iot) von Tetramethylrhodamin.

C.6.2 ATTOA488

Der Farbstoff ATTO488 (Atto-Tec GmbH, Deutschlans) ein neuer, hydrophiler
und kommerziell erhéltlicher Farbstoff, der im @auwellenlangenbereich angeregt werden
kann. Das Absorptionsmaximum bei 500 nm hat eindmsofptionskoeffizienten von
90'000/meicm IN Wasser hat der Farbstoff eine Quantenausbeate 82% und eine
Lebensdauer von 3,2 ns. Das Emissionsmaximumbigidi23 nm.
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Abbildung 17: Absorption- (schwar? und Emissionspektrum ¢ot) von ATTO488.

C.6.3 Fluorescein

COCH

\
HO O O

Abbildung 18: Strukturformel von Fluoresceinisothiocyanat

Flurorescein, der wohl bekannteste und billigstaoFdszenzfarbstoff, besitzt eine
starke Fluoreszenz, die jedoch aufgrund der gemimjeotostabilitat sehr schnell abninmht.
Der 1871 vonvoN BAEYER entdeckte Farbstoff besitzt eine Quantenausbaeuté®8%. Seine
pH-Abhangigkeit beeinflusst auch seine spektroda@n Eigenschaften. Um den pRlert
von 6,4 zeigen Absorption und Emission untersciobdl Spektren.
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Abbildung 19: Absorption- (schwarl und Emissionsspektrum fot) von Fluorescein.

Fluorescein findet heutzutage selbst einen Eingatter Medizin, wo er intravends in

die Blutbahn gespritzt wird und einige Krankheitéa sich auf der Retina befinden sichtbar

macht.
C.6.4 Halbleiternanoteilchen

In der modernen fluoreszenzbasierten Analytik vetieh und Zellsystemen werden
vermehrt fluoreszierende Nanokristalle eingesadmfunktionalisiert an Antikdrpern oder
mit Streptavidin besetzter Oberflache stehen sifaliigen Anwendungen in der Biologie
zur Verfugung. Uber ihre GroRe und Zusammensetzutagsen sich die
Halbleiternanoteilchenafich Quantenpunkte odeengl. quantum dots genannt) in ihrer
Emissionswellenlange steuern. Je gro3er der Hadbkeistall ist, desto langerwelliger ist die
Emission, entsprechend dem ,Teilchen im Kastentxp. Die Anregung erfolgt Gber eine
breite Absorptionsbande mit steigendem Absorptioafficienten zu  kirzeren
Wellenlanger!® Dies wird ausgenutzt zur gleichzeitigen Anregunersehieden farbig
emittierender Nanoteilche’> Nanoteilchen kamen auch schon zum Einsatz in Zéile

denen man die Diffusion der Nanoteilchen (iber elaageren Zeitraum beobachtéte.
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Abbildung 20: GroRenvergleich zwischen organischen Farbstoffmolekilen Uber GFP,
Halbleiternanokristallen bis zu Kiigelchen. Bild aus ReferenZ3).

Nanoteilchen befinden sich in einem Zwischengebewvischen atomaren
Eigenschaften und typischen Festkorpereigenschaftd¥anoteilchen sind aus
Halbleitermaterialien wie CdSe und CdS hergestatitl sind in etwa so gro3 wie die
Ausdehnung eines Excitons im Makrokristall. Dur@ndsréRenquantisierungseffekt liegen
HOMO und LUMO des Nanoteilchens nah beieinander kémthen durch Einstrahlung eines
Photons, z.B. aus dem UV-Bereich, ein Elektron-lpaar erzeugen. Im Nanoteilchen sind

die Energieniveaus immer noch diskret getrennt wsddhrder Festkorper Valenz- und
Leitungsbander besitZ{.
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Abbildung 21: Absorption- (schwar und das schmale Emissionsspektremat) von QDot605".

Zusatzlich zu diesen Eigenschaften besitzen die oki@stalle gegeniber den
organischen Fluoreszenzfarbstoffen eine deutlidter@Photostabilitét, was zu einer deutlich
langeren Beobachtung des Experiments fiihrt. Dies die schon erwahnte gleichzeitige
Anregung mit einer Wellenlange verschiedener Nastte im UV-Bereich machen die
Nanokristalle zu einer Alternative in der biolodiso Forschung.
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C.7 ZELLKULTUR

C.7.1 Zellkultur zur Peptiduntersuchung

Fur die Untersuchungen an defi-Peptiden wurden Hela-Zellen (DSMZ,
Deutschland) verwendet. Diese menschlichen Epigielz entstammen aus einem zerivaklen
Krebsbefall einer Amerikanerin der ihr 1951 entfemurde. Man stellte im Labor fest, dass
man diese Zellen kultivieren konnte und man begsareu vervielfaltigen. Heute ist diese
Zelllinie zwar nicht mehr mit dem urspranglichenllZg vergleichbar, aber immer noch ein
beliebte Zelllinie in den Laboref.

Die Zellen wurden in phenolrotfreiem Dulbecco’s niiedl Eagle medium Abk:
DMEM, Biochrom AG, Deutschland) mit 10% (v/v) foeah Kéalberserumengl: fetal calf
serum,Abk: FCS, Biochrom AG, Deutschland) kultiviert. Pratie wurde dem Medium eine
Mischung aus Penicillin und Streptomycin (Biochrag¥®, Deutschland) beigegeben, um
gegen Bakterien und Pilze vorzubeugen.

Vor dem Erreichen der Konfluenz (Bedeckung der Hiiche von 80-90%) wurden
die Zellen passagiert. Die hier angewandte MethdeteSubkultivierung ist wohl die meist
verbreitete. Hierzu wurde zuerst das alte Mediurtfieemt und zweimal mit einer warmen
PBS-LAsung (Sigma-Aldrich, Deutschland) gewaschenmigliche Trypsin-Inhibitoren aus
der Kultur zu entfernen. Die Ablésung der Zellensaden T-75 Gewebekulturflaschen
(Greiner, Deutschland) erfolgte proteolytisch mitmB erwarmter Trypsin/EDTA-L6sung
(0,05%/0,02%, Biochrom AG, Deutschland). Trypsiralggt die Peptidketten vorzugsweise
zwischen Arginin und Lysin und I6st somit nicht rdie Ankerproteine, sondern kann auch
bei zu langer Einwirkung irreversible Schéden deelleZ durch Zerstérung von
Membranrezeptoren fuhren. EDTAIlgk: Ethylendiamintetraacetat) ein Komplexbildner wird

zur Entfernung von fur die Bindung stabilisierenidkenden Calciumionen verwendet.
C.7.2 Zellinkubation (B-Peptide)

Wahrend des Subkultivierens der Zellen wurde auctkleiner Teil zur Kultivierung
in 8-Kammerdeckglaschen (LabTek Nunc Deutschland) mit 200 pl phenolrotfreiem
DMEM-FCS-Nahrlosung angesetzt. Diese Kammerdeckbts haben ein Borsilikat-
Deckglas welches die Beobachtungen der Zellen méne inversen Mikroskop ermdglicht.

Zur Inkubation mit den Peptiden wurden diese vorhigreinem Tag alten Medium gemischt
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um schon eine optimale Verteilung der Peptide in ldisung zu haben. Einen Tag altes
Medium beinhaltet auch schon wieder Wachstumsfektodie die Zelle wahrend der
Kultivierung bendtigt und nicht in frischem Mediumorhanden ist. Durch die Verwendung
von ein Tage altem Medium wird der Stress der Zelileimiert, welches im Zusammenhang

mit ungewunschter Autofluoreszenz steht.
C.7.3 Zellkultur zur Diffusionsmessung

Fur die bildgebenden Diffusionsmessungen (DIM) veardNIH-3T3 Zellen (DSMZ,
Deutschland) verwendet. Die Zellen wurden in phetfseiem Dulbecco’s modified Eagle
medium Abk: DMEM) mit 10% (v/v) fotalem Kalberserurnergl: fetal calf serumAbk:
FCS, beides Biochrom AG, Deutschland) kultiviert.ieDZellen wurden in T-75
Gewebekulturflaschen in einer Atmosphare mit 5% |Eontioxidgehalt bei 37°C gehalten.
Alle drei bis vier Tage wurden die subkonfluenteall@n unter Verwendung von 3 ml
Trypsin (0,05%/0,02%, Biochrom AG, Deutschland)ebgt und passagiert.

Zur Verwendung in den Experimenten wurden die Zelile LabTek®-Kammern
(Nunc, Deutschland) gesetzt, wo sie nach Adharendes Oberflache zur Inkubation bereit
waren. Bei der Inkubation der Zellen wurde das aodene Medium entfernt und durch einen
Tag altes Medium mit definiertem Volumen ersetztr D6sung war noch farbstoffmarkierte
einstrangige DNA beigemischt. Als Farbstoff fur @igfusionsexperimente diente ATTO488
(Atto-Tec GmbH, Deutschland).

C.8 UNTERSUCHUNGEN DERf-PEPTIDE

C.8.1 Die Mikroskopie

Die Zellen wurden mit zwei verschiedenen Fluoregmakroskopen aufgenommen.
Zum einen mit einem gewdhnlichen inversen und lepiinierten Fluoreszenzmikroskop mit
einem 60fach Olimmersionsobjektiv. (Nikon TE300 igsg; Nikon, Japan) Als
Anregungsquelle diente eine 100 W Quecksilberdeangfle. Das weil3e Licht der Lampe
wurde Uber einen Anregungsfilter HQ 480/40 auf eiS&rahlteiler Q 505 LP gelenkt, der das
aufgereinigte Licht Uber das Mikroskop auf die Rrolenkte. Das Uber das Objektiv
gesammelte Fluoreszenzlicht wurde mit Hilfe einesigsionsfilters HQ 560/80 aufgereinigt

und auf eine Kamera abgebildet. Zur Aufnahme stane CCD-Kamera (Imager3, LaVision,
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Deutschland) zur Verfugung. Mit Hilfe der dazugebén Software konnten die Bilder
aufgenommen und anschliel3end noch bearbeitet werden

Das zweite Mikroskop, ein konfokales, inverses kssanningmikroskop LSM (Carl
Zeiss AG, Deutschland), war mit verschiedenen lqassdten ausgeristet, wobei nur zwei
Laserlinien 488 nm und 568 nm des Argon-lonen zunsd&z kamen. Die Laser wurden im
Dauerstrichmodus  betrieben. Das Mikroskop stelltde dArbeitsgruppe Spatz

freundlicherweise zur Verfliigung.
C.8.2 Determinierung des Zellzyklus mit PCNA

Wahrend des Zellzyklus befinden sich die Zellen dieiste Zeit in den beiden
Wachstumsphasen (G1 und G&heAbbildung 22). Nur wahrend der kurzen M-Phase sind
die Nukleoli aufgelost und die eigentliche Zelltgiy findet statt. Hierbei kommt es zur
Centriolenbildung an entgegengesetzten Polen d#e ZBrophas¢, zur Spindelbildung
(Prometaphase zur Anordnung der Chromosomen in der Aquatobiehe der Zelle
(Metaphasg zur Chromosomentrennunér@phasg und zur abschlieRenden Zellkern- und
Zellteilung (Telophasg Nach dem Austritt aus der Zellteilung und demtiit in die erste

Wachstumsphase G1 bilden sich die Nukleoli wiedist a

Gl-Phase

Abbildung 22: Diagramm der Dauer der einzelnen Zeltyklen. Ablauf im Uhrzeigersinn. Diese
Werte sind ungefahre Werte einer humanen Tumorzelle Ein kompletter Zellzyklus dauert je nach
Zellsorte ca. 19-24 h.

Fur die Untersuchung des Zellzyklus einer Zellehste drei entscheidende
Moglichkeiten zur Verfiigung. Die erste Methodedst Beeinflussung des Zellzyklus durch

Chemikalien, die z.B. die Zellteilung aktivierendusomit alle Zellen in einen Takt bringen.
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Kritiker dieser Methode sehen Nachteile in der Wt der Zellen. Die Moglichkeit besteht,
dass die Zellen durch die Chemikalien stark beessti werden und so andere Reaktionen,
z.B. die Aufnahme von Proteinen, zeigen als nalielj unbeeinflusste Zellen. Die zwei
anderen Methoden sind optische Differenzierungemm £inen gibt es die Mdglichkeit den
Zellzyklus durch zellzyklusmarkierende Fluoreszania$toffe, wie z.B. DAPI, zu
identifizieren. Diese Methode unterliegt denselbMachteilen wie den taktgebenden
Chemikalien. Die letzte und verwendete MethodélistDifferenzierung der Zellen durch die
Beobachtung eines exprimierten Reporter-Protagétusstrukts. Der Protagonist ist dabei
ein natives Protein, welcher von den Zellen zelag&bhéangig produziert wird oder
zellzyklusabhangige Muster in der Zelle zeigt. Darwendete PCNA-Proteineiigl:
proliferating cell nuclear antigen) gehort zu drdsategorie.

PCNA spielt eine entscheidende Rolle in der Enisicimg Gber Leben oder Tod einer
Zelle. Das PCNA Gen wird von p53 induziert wahresdviederum mit p53-kontrollierenden
Proteinen interagiert. Wenn viel PCNA in Abwesenkien p53 in der Zelle vorherrscht wird
die DNA-Replikation eingeleitet. Ist hingegen VRRCNA und p53 in der Zelle vorhanden
beginnt die Reparatur der DNA. Liegt in der Zellenig PCNA vor, tritt die Apoptose, der
programmierte Zelltod, ein. Wahrend der Evolutimm\den Prokaryoten zu den Eukaryoten
unterlag die Funktion von PCNA einem Wandel vonesinNebenprotein der DNA-
Replikation zum zellbeeinflussenden Kontrollprot&in

Wahrend der S-Phase vervielfaltigt die Zelle mitféedder Replikationszentren ihre
DNA. Mit Hilfe eines PCNA-RFP-Konstruktsefigl: red fluorescent protein), welches
ausschlief3lich im Zellkern exprimiert wurde, kanamden Zellzyklus, speziell die S-Phase
determinieren. Wahrend der S-Phase, der DNA-Vdaltgung, und bei der Reparatur der
DNA bindet PCNA an die Replikationszentren, dieyRudrase.’

C.9 DIM VORUNTERSUCHUNGEN

C.9.1 Mikrokapillare und Mikrokapillarennpuffer

In den ersten Messungen zur DIM wurde eine Mikrdlkae (Femtotif, Eppendorf,
Deutschland) in eine Losung mit Tetramethylrhodamarkierten Oligonukleotiden
(Abbildung 15) getaucht. Diese Mikrokapillaren wendunter anderem in der Biologie
eingesetzt um schnell und prazise Injektionen inleBe vorzunehmen. Der innere

Durchmesser dieser Mikrokapillare betragt 500 nmAddiendurchmesser 1,0 um.
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Abbildung 23: VergréRerung eines Femtotip$ I. Die intakte Spitze der Mikrokapillare hat einen
AuBendurchmesser von 1,0um, der inner Durchmesser betragt 0,5um. (Bild von
http://www.eppendorf.com)

Fir die Messungen mit der Mikrokapillare wurde sipezieller Kapillarenpufféf
verwendet um die Oberflachenspannung zu vermindedhmaogliche Lufteinschliisse in der
Spitze der Mikrokapillare zu minimieren.

Der Kapillarenpuffer enthielt:

e 20 mM Trisborat pH = 8,4 (Roth und Sigma-Aldricteu@schland)

* 3% (w/v) Polyvinylpyrolidone (PVP, MW 1’000°’000) (B/science Inc., USA)

In einer L6sung aus:

* 69,9% Wasser

* 30% Glycerin (Riedel de Haen, Deutschland)

* 0,1% Tween 20 (Sigma-Aldrich, Deutschland)

C.100LIGONUKLEOTIDE UND PEPTIDE

C.10.10ligonukleoctide

Die Oligonukleotide wurden von der Firma IBA GmbBleutschland) hergestellt.
Fur das DIM Experiment mit der Mikrokapillare wurdelas folgende

Tetramethylrhodamin markierte Oligonukleotid, awssBxyribonukleinsauren, verwendet:
* Biotin-HEGL - 5-CCC GCG CTT GCT TTG CGT TTT T-3TMR
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Fur das DIM Experiment in Zellen wurde ein ATTOA488arkiertes 20-mer
synthetisiert:
e ATTOA488 - 5’-AAA AAA AAA AAA AAA AAA AA-3

C.10.2Peptide

Neben den, von in Kooperation der Gruppe von HdofD. SEEBACH, synthetisierten
B-Peptiden wurde, fur die Aufnahmeexperimente mindeilechen, in biotinyliertes-
Peptid von der Firma Thermo (Deutschland) verwendet

* Biotin - N-RRR RRR RRR R-C
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D EXPERIMENTE UND ERGEBNISSE

Im Folgenden werden die Ergebnisse der Arbeit bedmtn. Sie teilt sich in zwei
Teile: Im ersten Teil werden die Untersuchungen dem Tat-Protein nachgeahmt@n
Peptide (in Kooperation mit Prof. Dr. DESBACH, ETH Zlrich) vorgestellt. Das Tat-Protein,
welches aus dem HI Virus-1 stammt, und seine Pepiichetika haben die Fahigkeit sehr
effizient in Zellen einzudringen. Diese Fahigkest in der Pharmazie und Medizin von
grof3em Interesse, da es auch bedeutet die Blut$tinmanke effizient zu durchqueren und in
Zukunft auch Arzneimittel schneller an die bena@rg6Stellen zu liefern. In dieser Arbeit wird
die Untersuchung dgsArginins auf ein Zellsystem gezeigt.

Im zweiten Teil wird die Methode der bildgebendeiffu3ionsmikroskopie Abk:
DIM) vorgestellt. Diese Methode verbindet zwei iar Bioanalytik verwendete Methoden.
Die Fluoreszenz-Korrelations-SpektroskopkbK: FCS), eine Methode zur Untersuchung
von Dynamiken, wird mit Fluoreszenzlebensdauernskopie, einer statischen Bildgabe,

kombiniert um bildgebend die Dynamik in heterogeNedien, wie Zellen, darzustellen.

D.1 UNTERSUCHUNG DERS-PEPTIDE AN ZELLEN

In den letzten Jahrzehnten wurden verschiedeneefratiel auf Peptid- und DNA-
Basis fur Therapien vorgeschlagen. Diese Arzned@hittaben nur eine eingeschrankte
Moglichkeit die Zellmembran zu durchqueren, wasdaean hindert intrazellulare Ziele zu
erreichen. Einige Ansatze die Membran zu durchqusired Mikroinjektion, Elektroporation,
virale Transportsysteme, Liposomen, Einschliss®afymeren oder Rezeptor vermittelte
Endozytose. Diese Methoden haben nur einen eingegden Erfolg oder sind zytotoxiséh.

Die Entdeckung der Zelleindringenden Proteieg(: cell-penetrating peptidedpk:
CPP) und der Protein Transduktions Domae(: protein transduction domaiApk: PTD)
fand in den letzten Jahrzehnten statt. Zwei Vestreind die Tat- und der Antennapedia-
abgewandelten Peptide. Sie besitzen die Eigenseh&ftdem extrazellularen Medium in
Zellen einzudringend und kovalent gebundene Freicizuschleuseff.

Diese Eigenschaft begeistert die Biologie und Miedida sie versprechen die Blut-
Hirn-Schranke zu tiberwinden und neurobiologischerdpien zu revolutioniereti.

Aufgrund der pharmazeutischen Relevanz der TaeRmtwurden schon viele
Untersuchungen mit diesem Protein unternommen. iDatsdlte sich heraus, dass die
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Aminosauren Lysin und Arginin, die in dem Protebwa&chselnd hintereinander vorkommen,
die Aufnahme des Peptids in eukaryotische Zellewken.

Durch Inkubation der Zellen mit poly-Argininen dtelman schon friih fest, dass das
Peptid, in der Lange der Tiat-Sequenz, vollstédndig von den Zellen aufgenommerdeu
Neben wenigen Lokalisationen im Zytosol, mit homugreVerteilung, findet man das Peptid
meist im Nukleus, und darin ausschlief3lich in derklsoli, den runden Kernkdrperchen der
Zelle.

Nach erfolgreichen Experimenten mit reinefArgininen und den entsprechenden
Aminosauren stellte sich die Frage ob auch bei dasf3-Aminosauren gewonnen Peptids
eine Aufnahme durch die Zelle beobachtet werdem k&er Vorteil der3-Peptide ist ihre
proteolytischen Resistenz, diese Molekile kbnnem den nativen Enzymen nicht abgebaut
werden. Die Frage nach der Aufnahme derf@iefomologen Peptids und deren Abhangigkeit
von Lange und Konzentration wurde mit den im Fotign beschriebenen Experimenten

angegangen.
D.1.1 Aufnahme in Abhéngigkeit der Peptidlange

Zur Untersuchung standen vier pd@yArginine unterschiedlicher Lange und ein
Kontrollpeptid fur die negative Kontrolle zur Vediing. Zur Inkubation der Zellen mit den
Peptiden wurde das in den Kammerdeckglaschen émieaMedium entfernt und die darin
befindlichen adharente Zellen einmal mit 400 pl Rig8vaschen. Anschliel3end wurden die
Zellen mit 300 pl einer Losung bestehend aus eihagialtem Nahrmedium und Fluorescein
markiertem Peptid in der entsprechenden Konzeatratikubiert.Die Aufnahme des Peptids
von den Zellen erfolgte innerhalb weniger Minut&iie Fluoreszenzaufnahmen spater in
diesem Kapitel zeigen werden, konnten bereits m@wdr Minute die meisten Peptide in den
Zellen nachgewiesen werden.

Fur das Experiment wurde die Aufnahme \Argininketten mit unterschiedlichen
Langen von vier bis zehn Argininen in die Zelle bachtet. Um das Peptid in der Zelle zu
verfolgen wurde es mit einem Fluorophor markierte ®on der Gruppe um Prof. Dr. D.
SEeBACH (ETH Zurich) hergestellten Peptide trugen den st@afb Fluorescein. Zur Analytik
wurde die bildgebende Fluoreszenzmikroskopie bénlitie Untersuchungen wurden zum
einen an einem weitfeldangeregtem Epifluoreszenmaikop mit Quecksilberdampflampe
zur Anregung und CCD-Kamera aufgenommen, zum andagstand noch die Méglichkeit
ein Laserscanningmikroskop (Carl Zeiss GmbH, Déuigsl) der Arbeitsgruppe von Prof.
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Dr. J. $ATZ, zu benutzen. Mit diesen Mikroskopen bestand diglMhkeit einen grof3en
Bereich in der Probe zu beobachten. Ebenso ernmigldie kurze Aufnahmezeit ein rasches
Screening.

Folgende Peptide standen zur Verfigung:

* Fluorescein{§-Arg), (siehe auctAbbildung 24)

* Fluorescein{§-Arg)s

e Fluoresceinf§-Arg)s

e Fluorescein{f§-Arg)io

* Fluoresceinf§-Ala)-(3-Arg)-(B-Leu){B-Phe){B-Ala)-(3-Ala)-(B-Lys) als

Negativkontrolle giehe aucAbbildung 25)

YNHZ NH, H2N NH, H2N NH,

NH OH

Abbildung 24: Fluorescein markiertes Tetramer.

N
o | COOH CHa
i
O O /\)ci\ O CHy O CHy O o)
NH/k/”\NH/k/U\NH OH

Abbildung 25: Fluorescein markiertes Heptapeptid. Deses Peptid galt als Negativkontrolle fir das
Experiment.

Abbildung 26 zeigt fluoreszenzmikroskopische Aufmam von HelLa Zellen nach 15
mindtiger Inkubation mit 15y Fluorescein markierter Dekamerpeptidlosung. Wéadhriem
Zytosol eine relativ schwache Fluoreszenzintenbig@bachtet werden kann, deutet die starke
lokal begrenzte Fluoreszenzintensitat im Zellkarheane Anreicherung in den Nukleoli hin.

Diese Beobachtungen decken sich mit dem in derdtiie bekannten Verhaltén.
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Abbildung 26: Das Dekamer drang in alle Zellen einHier nach Inkubation einer 15 pv Peptidlésung
nach 15 mindtiger Inkubation auf lebende Zellen undzweimaligen Waschen mit PBS. Das Peptid befand
sich im Zytosol, verstarkt jedoch in den Nukleoli vieder. Dieses Bild wurde mit einem konfokalen
Laserscanningmikroskops mit einer Anregung bei 488m aufgenommen.

Das Oktamer zeigte unter gleichen Bedingungen, désche Muster der
Anreicherung. Das Peptid verteilte sich homogen Zytosol; im ansonsten schwach
leuchtenden Zellkern zeigen die Nukleoli eine stakkireicherung des Peptids und somit eine
starke Fluoreszenz haben. Jedoch wurden nichZallen angefarbt. Einige Zellen zeigten
eine Aufnahme des Peptids, andere jedoch nicht.

Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen des Fluoresoearkiertem Tetramersighe
Abbildung 27) und des Hexamers zeigten keine Ahegigng in der Zelle und wurden somit
nicht von der Zelle aufgenommen.

Abbildung 27: Lebende Zellen nach der Inkubation mi Fluorescein markiertem Tetramer. 15 M, nach
15 min Inkubation. Es ist keine Aufnahme des Peptilin die lebenden Zelle zu erkennen. Aufgenommen
mit Weitfeldanregung und einer CCD-Kamera.
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Die Negativkontrolle giehe Abbildung 28 links) sowie die Zugabe von freien
Fluorescein rechtg zeigten, wie erwartet keine Aufnahme in die Zelgelbst eine
Agglomeration auf der Membran fand nicht statt. idwe zeigte die Inkubation mit
Fluorescein keine Internalisierung in die Zelledigtich die Negativkontrolle zeigte eine
erhohte Fluoreszenz durch auf der Glasoberflach&a®mer durch adhériertes Peptid.

Abbildung 28: Lebende Zellen nach der Inkubation mi Fluorescein markierten Negativkontrolle (inks)
und freies Fluorescein fechtg. 15 M, nach 15 min Inkubation. Es findet keine Aufnahmedes Peptids in
die lebenden Zelle statt. Die erhohte Hintergrundsahlung im linken Bild resultiert aus der
Wechselwirkung zwischen Peptid und GlasoberflacheAufgenommen mit Weitfeldanregung und einer
CCD-Kamera.

Mit diesen Experimenten konnte gezeigt werden, dass Mindestlange fur die
Aufnahme de$-Peptids existiert. Eine Mindestlange von acht Asséuren war notwendig
um von einigen Zellen aufgenommen zu werden. Fieg Aufnahme von allen Zellen ist eine
Kettenlange von zehn aufeinander folgenden Argmiedorderlich. Kurzere Argininketten,
wie das Hexamer und kurzer, zeigten keine Aufnahimedie Zelle, ebenso wie das
Kontrollpeptid und freies Fluorescein. Diese, bendkurzen Peptiden, gering vorhandene
positive Ladung scheint einen Einfluss auf die imiisierung des Peptids zu nehmen. Bie
Peptide zeigten ein ahnliches Verhalten wiecdieeptide, wobei die-Peptide eine deutliche
Aufnahmegrenze ab dem Hexamer festgestellt wifr@e in Tabelle 4 gezeigte Ubersicht
uber die Messergebnisse sind hier LiteraturwersmePeptide gegenubergestellt. Die Werte
fur die a-Peptide wurden in Relation zu einem streptavidiare Alexa Fluor 488 (SA488)
mittels Durchflusszytometrie efigl: fluorescence activated cell sortindybk: FACS)
bestimmt und zeigen das Vielfache des AnstiegsA4B88 an.
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Negativkontrolle  Tetramer Hexamer Oktamer Dekamer
[-Peptide keine keine keine einige 100%
a -Peptide - 5-fach 44-fach 31-fach 33-fach

Tabelle 4: Uberblick uber die Aufnahme derp-Arginine von den Zellen in Abhangigkeit der Ketterange.

Das Dekamer wurde von allen Zellen aufgenommen, wotgegen keine Zelle das Tetramer aufnahm bis in
den Zellkern internalisierte. Die Vergleichswerte m den a-Peptiden sind aus Referenz 82. Hier wurde die
Aufnahme des Peptides, gekoppelt an streptavidinigzs Alexa Fluor 488 (SA488), mittels FACS bestimmt.

Die Werte geben die Verbesserung in der Aufnahme indergleich zu freiem SA488.
D.1.2 Konzentrationsreihe

Ebenso interessant, wie die Lange der Kette an Amgmnin einem Peptid, ist die
Mindestkonzentration die bendtigt wird, damit dagtiRevon der Zelle aufgenommen wird.
Wie schon aus der Literatur bekannt existiert &nlewellenkonzentration der Peptidldsiiig.
Die Schwellenkonzentration stellt die Konzentratidar, die benotigt wird, ab der eine
deutliche Markierung der Zellen mit dem zur Inkubatzur Verfligung gestelltem Peptid zu
sehen ist. In den vorhergehenden Experimenten waistéer die Konzentration hoch gewahlt
(15 pv), damit eine vollstandige Markierung aller Zellent mlem Dekamer gewahrleistet
wird.

Um die Schwellenkonzentration herauszufinden wurdienZellen mit den tblichen
Inkubationsbedingungen (37°C und 15 min) mit dem dbedr in unterschiedlichen
Konzentrationen inkubiert. Die Aufnahme des Peptiois einer Konzentration von mehr als
15 pwv (sieheAbbildung 29) zeigte die bisher beobachtete Laldion in den Nukleoli. Alle
Zellen zeigten eine Aufnahme des Peptids auf, jedmpten auch hier wieder vereinzelt
Zellen eine starkere Anreicherung Peptids.

Abbildung 29: Inkubierte HelLa-Zellen mit Konzentrationen Uber 15 m des Fluorescein markierten

Dekamers. Zu sehen ist eine deutliche Anreicherunder Peptide in den Nukleoli.
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Eine Anderung der Lokalisationsmuster gegeniibeiteem Konzentrationen trat zum
Teil schon bei Inkubation mit 5yu Dekamer auf. Abbildung 30 zeigt diese uneinheidich
Aufnahme des Peptids. In der Abbildumghtsist im Gegensatz zur typischen Anféarbung der
Nukleoli, eine Einfarbung der Membran zu sehen. WederZytosol, noch im Zellkern
konnte dabei Fluoreszenz festgestellt werden. Dieeisherung auf der Zellmembran deutet
auf eine Interaktion zwischen den Peptiden undwkembran hin, die jedoch aufgrund der zu
niedrigen lokalen Konzentration nicht passiert veerdkann. Bei 5 M ist somit eine Grenze
erreicht bei welcher man keine vollstandige Aufnehdes Peptids in die Zellen mehr
feststellen kann.

Abbildung 30: Verhalten der Zellen bei 5 M. Einige Zellen zeigten das typische Muster der Aufihme
des Peptids I{nks) andere zeigten eine Anreicherung der Peptide aned Membran und somit keine
Internalisierung in die Zelle (rechts.

Die Inkubation der Zellen mit 1yu des Dekamers, zeigte keine Aufnahme des
Peptids. Wieder ist eine Markierung der Zellmemhkzarerkennen. Der Zellkern ist, wie in
Abbildung 31 deutlich zu sehen, frei von Fluorescé&ie Mindestkonzentration, die fir die
Aufnahme des Peptids notwendig ist, wurde also untersafrit

Abbildung 31: Zelle nach einer Inkubation des Dekarars mit einer Konzentration von 1 M. Das Peptid
konnte nicht internalisiert werden und befindet sih hauptsachlich an der Zellmembran. Im Zellkern und

vor allem in den Nukleoli konnte keine eindeutige kioreszenz gemessen werden.
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Durch die Variation des Farbstoffes, von Fluorescan ATTOG655, ein
photostabilerer, organischer Farbstoff mit Emisgionroten Wellenlangenbereich, konnten
die Beobachtungen bestatigt werden. Die erfordeliblindestkonzentration an markiertem
Peptid lag bei 4 M. In Abbildung 32 ist das Lokalisationsmuster deptigéls in den Nukleoli
der Zellen mit dem ATTO655 markiertem Dekamer zu sehen.

Abbildung 32: 15 mindtige Inkubation mit 4 pm ATTO655 an (B-Arg)i. Die Aufnahme zeigt eine
Kolokalisation der Peptide in den Nukleoli.

Die Uberprifung der Konzentrationsabhangigkeit Alefnahmeprozesses der Peptide
in die Zellen konnte hier gezeigt werden. Im Gegengar quantitativen Aussage, wie man
sie aus Durchflusszytometriemessungen erhalt, whistenur auf die Qualitat der Aufnahme,
also auf das Muster der Zellanfarbung geachtet.

Bei aus der Literatur bekannten Werten Uber dientgagéive Aufnahme der
aufnahmerelvanten Tat-Sequenz (§g) von Zellen wurde bei einer Konzentration ein
sprunghafter Anstieg in der Aufnahme und gleichigesine Sattigung bei 1mufestgestellt.
Die Untersuchungen wurden mit GFP markiertem Peapii¢hgefihrt. Die Analyse erfolgte
mittels FACS™

D.1.3 Aufnahmewege des Arginins

Das folgende Experiment sollte eine mdgliche Aufmahder poly-Arginine uber
bevorzugte Kanéle in der Zellmembran eruieren. Mdgliclnalomewege der Peptide von der
Zelle sind zum einen der aktive Transport durch Memproteine und Endozytose, welcher
schon von einigen Gruppen ausgeschlossen werdeariekdfine weitere Moglichkeit ist ein
passiver Transport, ahnlich zu dem schon vorgesehtag Prozess bei den Homeo-
proteinen’’

Anstelle des schnell photobleichenden Farbstoffgoféiscein wurden in diesen

Versuchen neue photostabilere Halbleiterkristallerwendet. Die Halbleiterkristalle
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ermdoglichen es die Beobachtungszeit um ein Viedacku erhoéhen. Die kommerziell
erhaltlichen Nanokristalle sind mit einer streptimerten Oberflache versehen um sie somit
biokompatibel zu machen. Diese streptavidiniertemadtiilchen (QuantumDdts QDot
Corp., USA) wurden mit biotinyliertema¢Arg)io versetzt, um eine mdglichst sichere
Aufnahme in die Zelle bis in den Zellkern zu gewaisten. Fir die Experimente wurden die
QDot605 verwendet. Wie alle Halbleiterkristalle babsie eine breite Absorptionsbande,
jedoch eine durch ihre Grof3e definierte schmallggn@imission. Die QDot605 emittieren bei
605 nm mit einer Halbwertsbreite von 10 nm. Aufgrurd dohen Affinitat von Biotin zu
Streptavidin bildete sich ein Nanoteilchen-Argitionjugat welches von der Zelle

aufgenommen werden konnte.

Abbildung 33: Biofunktionalisierte Nanokristalle mit Biotin-(a-Arg) ;0. Gegenfarbung mit Fluoresceinf8-
Arg)1. Aufgenommen mit einer Weitfeldanregung einer Qudcsilberdampflampe und einer
hintergrundbeleuchteten emCCD-Kamera. Die Nanokrisalle (rot) bleiben auf der Oberflache héngen,
wahrend hingegen die Farbung durch das Fluoresceimarkierte Peptid (griin) die Nukleoli anfarbte. Bei
einer Kolokalisation in den Nukleoli wirde dies miteiner gelbenFarbe dargestellt.

Beobachtet wurde dieses Experiment mit einer Wdafeegung durch eine
Quecksilberdampflampe (UV-Spektrum, AnregungsfilteHQ365/50, Emissionsfilter:
HQ665/30) und einer angeschlossenen hintergrunaddaieten und elektronisch verstarkten

emCCD-Kameragngl: electronic multiply charge coupled device; Cascadloperscientific
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Inc., USA). Der experimentelle Aufbau ermdglichte, eine Nanoteilchen in Zellen sichtbar
zu machen. Abbildung 33 zeigt die Falschfarben kteliBarstellung von Nanoteilcherof)
und Fluorescein markiertes Peptgti(n). Fur die Aufnahme wurde zuerst die Fluoreszenz
des Fluorescein markierten Peptids aufgenommen um@me vorzeitigen Photobleichen
entgegen zu wirken. AnschlieRend erfolgte die Aufm@hder Nanoteilchen, durch die
Anregung im UV. Eine Kolokalisationgélb) im Zellkern konnte nicht festgestellt werden,
stattdessen blieben die Nanoteilchen auf der Mendberflache hangen, die der
Beobachtung im vorangegangenen AbschaiétheAbbildung 31) gleicht.

Die fehlende Kolokalisation, bzw. der fehlende In&disierung der Nanoteilchen
brachte keinen eindeutigen Aufschluss Uber die Alfmemechanismus. Die Nanoteilchen
konnten nur punktuell auf der auR3eren Zellmembreobbchtet werden. Dies zeigt, dass die
Arginine von der Zelle zwar erkannt, aber eine Abfma mit den deutlich groReren
Nanoteilchen nicht mdglich wasieéhe auchAbbildung 20). Das punktuelle Auftreten der
Fluoreszenz auf der Membran lasst vermuten, dasdbessimmte Regionen in der

Zellmembran gibt, Gber die die Aufnahme des Peptids eridigante.
D.1.4 Untersuchung zur zellzyklusabhangigen Aufnahme

Selten zeigten Bilder eine uneinheitliche Aufnahhaeakteristika wie in Abbildung
34 zu sehen. Eine durchschnittliche Aufnahme degsidzemit einer markanten starkeren
Anreicherung in den Nukleoli, daneben jedoch eindeZavelche eine deutlich starkere
Aufnahme des Peptids aufweist. Deutlich zu erkenserine symmetrische Verteilung der
Nukleoli im Zellkern Uber die Zelle hinweg, welchesn Indiz fur eine gerade den
Teilungsprozess verlassenende Zelle ist. Diese Bbatlnag fuhrt zu der Frage, ob die
Aufnahme der Peptide vom Zellzyklus abhéngt in sieh gerade die Zelle wahrend der

Inkubation befindet.
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Abbildung 34: Fluorescein markiertes Dekamer. 100%ge aber schwache Aufnahme des Peptids in die
Zellen und selten auftretende starke Fluoreszenz.i®etwas deutlich auffallendere Zelle (vomyriin ins rote
gehend) zeigt eine Symmetrie in der Zellfarbung. [2is deutet auf eine auf die Zellteilung verlassendeelle
hin.

Fur dieses Experiment, wurde in Kooperation mit@asppe um Dr. M.C. GRDOSO
(MAx-DELLBRUCK-Zentrum Berlin, MDC-Berlin), RFP-PCNA in Zellen exprimiéttund
gleichzeitig die Aufnahme des Fluorescein markrerteeptids beobachtetFir eine
ausfuhrlichere Beschreibung des PCNA siehe aliéh2auf Seite51.) Die zwei Konstrukte
aus Reporter, RFP, und Protagonist, PCNA, fur die &®lind des Fluorescein markierten
Peptids konnte mittels eines LaserscanningmikrasKQarl Zeiss GmbH, Deutschland) mit

zwei Laseranregungswellenlangen und spektral gegeDatektion, untersucht werden.
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RFP-PCNA Fluorescemn-(B3-Arg),,

Fluorescemn-(B-Arg),,

Transmission RFP-PCNA +
Abbildung 35: Zwei Zellen mit RFP-PCNA-Expression, welche beide sich in der S-Phase befinden.
Deutlich zu erkennen ist eine unterschiedlich stark Anreicherung des Fluorescein markierterf3-Peptids
von den drei in Bild befindlichen, transfizierten Zellen.

In Abbildung 35 sind drei transfizierte Zellen irrdTransmissionupten link$ zu
erkennen von denen zwei jeweils RFP-PCNA und Fham@-(3-Arg);o aufgenommen
haben. Beide Zellen befinden sich in der S-Phaseheehn dem gesprenkelten Muster im
RFP-Kanal ¢ben link$y zu erkennen ist. Ebenfalls deutlich zu erkennenh ame
unterschiedliche Aufnahme des Arginirabén rechts Da zwischen der Inkubation und der
Messung nur wenige Minuten vergangen sind und estsanwahrscheinlich ist, dass die
Zelle in ihrem Zellzyklus vorangeschritten ist, kag@on ausgegangen werden, dass eine
zellzyklusabhéngige unterschiedliche Aufnahme umdefherung des Peptids eher nicht
stattfindet.

D.2 DIFFUSION IMAGING MICROSCOPY(DIM)

Die Kombination von FCS mit der spektral- und agitgelosten Fluoreszenzlebens-
dauermikroskopieAbk: SFLIM) verbindet Dynamik und Statik in einer Aatmnme. Durch
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die FCS wird dynamische Information der Probe ¢lib| die dem Betrachter die
Geschwindigkeit der beobachtenden, fluoreszentenofpim untersuchenden Medium
wiedergibt. Mit Hilfe der SFLIM ergibt sich die raliche Auflosung der Probe mit der
Option mehrere Molekule gleichzeitig, unter zurfetlahme der Fluoreszenzlebensdauer und
der spektralen Emissionscharakteristik, zu idenéifen. Die durch die Kombination von
beiden Methoden erhaltenen Bilder geben eine r@abmhufgeloste Karte Uber die
Diffusionsgeschwindigkeiten wider. Somit kénnen Hegenitaten der Diffusion in den
Proben ortsaufgeldst bestimmt werden. Ahnliche Wdreuvurden schon in Mikrokapillaren
durchgefuhrt. Hierbei wurde das zweidimensionaleor8tmgsprofil in einer aktiv
durchflossenen Mikrokapillare bestimffit.

Andere Methoden, welche z.B. diffundierende Membraigme in ihrer
Diffusionszeit bestimmen, bendtigen den Aufbau eihaserscanningmikroskops. Hierbei
werden Bilder von der Probe hintereinander aufgeanemund im Nachhinein miteinander
korreliert. Das Ergebnis ist eine Korrelation ibas @jesamte Biffi, wobei die Information
Uber das ganze Bild gemittelt und nicht ortsaufgelogestellt wird.

Die bisherigen Korrelationen in der FCS werden hks@ghlich von Hardware-
Korrelatorkarten Ubernommen, welche die Korrelatiams den direkt gemessenen
Intensitatsschwankungen in einem Messbereich abnd0Berechnen. Eine nachtragliche
Bearbeitung der Daten, z.B. zur Bestimmung der Fhrmenezlebensdauer, ist bei diesen
Hardwarekorrelatoren aufgrund des Verlusts der Rtard nicht moglich. Bei diesem hier
vorgestellten Ansatz wurde die nachtragliche Safkarrelation gewahlt. Nach der
Aufnahme der Daten werden diese, ebenso die Kaoelatin einem Programm

unterschiedlich ausgewertet.
D.2.1 Vergleich der Korrelationsmethoden

Zur Korrelation stehen verschiedene Methoden zufileng. Die Analyse der Daten
erfordert allerdings verschiedene Voraussetzungenyvah einer geeigneten Methode erfullt
werden missen. Zum einen soll die Datenmenge, dieBewmechnung der Korrelation
wahrend des Rechenprozesses benétigt wird, in GQregmhalten werden, da riesige
Datenmengen auch den Korrelationsprozess verlaregsabes Weiteren sollte die Methode
nach der Berechnung nur wenige Datenpunkte enthaltem das Anpassen der

Modellfunktion Gber den Algorithmus moglichst zligig zuareeiten.
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Zu den Vorbereitungen zur bildgebenden Diffusiongoskopie musste zunachst die
Idee der Korrelation eruiert werden. Um zu priufel die Methode auch wirklich
funktioniert, wurden zunachst einige Fluoreszenmnisitéten aufgenommen und jeweils nach
den folgenden Verfahren ausgewertet:

* Fast-burIErR Transformation (Standardkorrelation) mit einer 3Blaoreszenz-

spur

* Mittelung einer Uber FastduriER-Transformation erzeugten Korrelation aus

Segmenten mit einer Lange von 200 ms
* Mittelung von Korrelationen nach einer Segmentigrion 200 ms und einer
Korrelation Uber ,bin and correlate*

Der entscheidende Vorteil der ,bin and correlatedtibde ist die enorme Rechenzeit
und Speicherplatz-Ersparnis durch die Verwendurgy gleasilogarithmischen Korrelierens.
Eine Gegenuberstellung ist in Tabelle 5 gezeigt. M#idh bei der ,bin and correlate”-
Methode eine Korrelation mit 32 Datenpunkten ertewgd, erhalt man bei der FFT-
Korrelation eine um zwei Gréfenordnungen groRereiiaenge. Durch die Anpassung an
die Modellfunktion potenziert sich die Rechenzeit der Anzahl der Datenpunkte und macht

so die Anpassung fiir die FFT-Korrelation unrentabel.

Methode FFT "bin and correlate”
Datenpunkte 11110 32
Berechnen der Ausgleichsfunktion >10min <1s

Tabelle 5: Vergleich der Standard- mit der ,bin and correlate“-Methode. Die Anzahl der der
Datenpunkte unterscheiden sich in zwei GréRenordnugen. Die Rechenzeit fir die Anpassung an die
Ausgleichsfunktion vervielfacht sich mit jedem Datepunkt.

Fur die angestrebte Entwicklung der bildgebendeffuBlonsmikroskopie ist der
Rechenaufwand nicht unerheblich, da in jedem emezelBildpunkt eine Korrelation
berechnet wird. Hier empfiehlt sich die ,bin andretate“-Methode, die diesen Aufwand
minimiert.

Um zu Uberprifen, ob die schnellere ,bin and cateftMethode Abweichungen von
der Standard-FFT-Methode zeigt, wurden drei Koti@tagfunktionen verglichen.

Die verschiedenen Autokorrelationsfunktionen fier Bluoreszenzfluktuationesiéhe
Abbildung 36,links), welche aus der freien Diffusion eines markier@irgonukleotids in
Losung resultierten, sind in Abbildung 36chts gegeniibergestellt. Der direkte Vergleich
zeigt, dass sowohl die Abweichungen der regulatandardautokorrelation Uber die gesamte

Fluoreszenzspur gfiin) als auch die Abweichungen der segmentierten, ldegu
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Autokorrelation fot) sich innerhalb des Fehlers der ,bin and corrélstethode 6chwarz
bewegen.

FFT-Koelation
—— FFT-Korrelation (Mittelwert tiber 200ms Segrente)
—a—"bin and conelate”

140 035

120

Photonenanzahl in 1ms

0 1 2 3 4
Zeit [s] Verzogerung [s]

Abbildung 36: Links: Ausschnitt des Fluoreszenzsignals gegeniiber dereiZ. Hier eine 5 10°m Tetra-
methylrhodamin-Losung, gekoppelt an ein djgOligonukleotid, verdiinnt in PBS. Rechts
Gegeniberstellung der Standardautokorrelationsmethde der gesamten Spur mit FFT ¢rin), und
gemittelt aus der Segmentierung der Spurrft) mit der Korrelation aus der ,bin and correlate“-M ethode
(schwar3.

Bei genauerer Betrachtung verandert sich die Ddhszeit, sowie die Gute der
Anpassung, also dag® (vgl. Formel 47) in Abh&ngigkeit von den Segmentieridmgen
(siehe Abbildung 37,rote Datenpunkte). Die errechneten Diffusionszeitenh{vary der
Korrelation sind nach der ,bin and correlate“-Malbp mit drei 30s langen
Fluoreszenzspuren und in Abhangigkeit von der Segjerengslange, dargestellt. Mit der
Standard-FFT-Methode mit Segmentierung konnte terseurvenverlauf wie mit der ,bin
and correlate“-Methode bestimmt werden. Innerhaftere Segmentierungslange blieb die
errechnete Diffusionsgeschwindigkeit konstant, was Abbildung 37 mit Hilfe der
Fehlerbalken ausgedriickt wird. Der stetige Anstogy Diffusionszeiten zu gréf3eren
Segmentierungslangen ist dabei nur ein Effekt degn&ntierung. Bei groferen
Segmentierungszeiten, ab einer Segmentlange vora €@0 ns, naherte sich die

Diffusionszeit einem Maximalwert und die Gite dene\Eins an. Der sprunghafte Anstieg
des x? bei einer Segmentierungslange von 10 s, weisemg zu kleine Abschatzung des

Fehlers der Korrelationskurve hin.
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Segmentierungslange [s]

Abbildung 37: Vergleich der ermittelten Diffusionszit (schwar2 gegeniber der Segmentierungslange und
desseny? (rot). Hier: freier Farbstoff ATTO488 in reinem Wasser.

Durch die Simulation von FCS-Daten und Variatiom 8egmentierungsléange wurde
der Fehler, der durch die Segmentierung erzeugideyubestimmt. Hierzu wurde eine
Gausskurve mit einemo von 100 Datenpunkten erzeugt und der Ort zufatligine Spur
einer Lange von 100'000 Datenpunkte eingefligt. dsamt wurden 500 Awsskurven
willkirlich auf die Datenspur verteilt. In Abbildgn38 ist exemplarisch ein Teil der so

erzeugten Kurve dargestellt.

200
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100

Amplitude

0 T T T T T T T T T 1
0 10000 20000 30000 40000 50000

Datenpunkte
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Abbildung 38: Ausschnitt aus den simulierten DatenFir die Simulation wurde 500mal eine @usskurve
mit einer Breite von 100 Datenpunkten in einem Betieh von 100'000 Datenpunkten verteilt.

Die Daten wurden sowohl mit der Standardkorrelamethode, also die FFT-
Variante, und der ,bin and correlate“-Methode kbert und die Resultate anschlielend
verglichen, wobei die Halbwertsbreiten, unabhamngig der Korrelationsmethode, bei beiden
Methoden sich nur gering unterscheiden. In Abbigl@8 sind die errechneten Korrelationen
dargestellt. Links ist die Korrelationsfunktion der ,bin and corrgaMethode mit
unterschiedlichen Segmentierungslangen dargedbairechte Diagramm in Abbildung 39
zeigt die linearen Korrelationsfunktionen mit Segierung. Beide Korrelationsfunktionen
wurden anschlieRend auf den Wert Eins normiertiass die Verschiebung der Halbwertszeit

sichtbarer wird.

— 100,00 %

G(1)

A T T 1 T T T 1
1 10 100 1000 10000 1 10 100 1000 10000

Verzogerung t Verzogerung t

Abbildung 39: Vergleich der beiden Korrelationsmettoden (inks: ,bin and correlate”, rechts FFT-
Korrelation beide Amplitudennormiert) mit jeweils gleicher Segmentierungsldnge. Die Prozentangaben
zeigen die GroRRe des Segments im Vergleich zur Gest#inge der Spur an.

Die aus den Korrelationen in Abbildung 39 bestinmtdalbwertszeiten sind in
Abbildung 40 in Abhangigkeit von der Segmentlangegéstellt. Die Standard-FFT-Methode
(schwar zeigt gegeniber der ,bin and correlate“-Method) (im linken Diagramm einen
etwas leicht starkeren Abfall der Halbwertszeit kiaineren Segmentlangen hin. Hierbei
zeigte die Simulation das selbe Verhalten zu kur&sgmentierungslangen, wie die
Diffusionszeiten aus dem ExperimesteheAbbildung 37).

Im rechtenDiagramm sind die relativen Fehler der Halbwersb@mung gegentber
der Segmentlange aufgetragen, wobei der Halbwértdee Korrelation der gesamten Spur,

also der Segmentlange von 100%, den  richtigen’biWaltszeiten entspricht. Bis zu einer
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Segmentlange von 5% der Gesamtspur erhalt marr iBedgimmung der Halbwertszeit einen
relativen Fehler von unter 10% mit beiden Methoden.

100% 2 @ a 1

Halbwertszeit

T T T |
01% 1% 10% 100%
Segmentlénge

relativer Fehler

1000% o

100% o

10% o

1% o

m  Sandard FFT
® ‘'binand correlate”

T
0,1%

T T
1% 10%
Segmentldnge

Abbildung 40: Gegeniberstellung der Segmentlange ruHalbwertszeit der Korrelationsfunktion. Zu
sehen ist der schon in Abbildung 37 angedeutete st Abfall zu kleineren Segmentlangen hin, bzw.
asymptotische Naherung an einen Grenzwert. Zusétzi der berechnete relative Fehler.réchtg Gezeigt
sind hier die Standard-FFT-Methode échwar2 und die ,bin and correlate“-Methode (rot).

Durch diesen Effekt, der durch die Segmentierurfriiukann somit keine absolute
Diffusionszeit angegeben werden. Da die Segmerdlémgerhalb einer Messung bzw. ganzer
Messreihen jedoch konstant gehalten werden kand,\&rgleichende Messungen mit dieser
Methode durchaus mdglich.

Fur die spatere Verwendung der ,bin and correlMethode wurde eine
Segmentierungslange, bzw. fur das bildgebende Wesfaeine Aufnahmezeit von 100 ms

pro Bildpunkt, angenommen.
D.2.2 Voruntersuchungen Korrelation

Bei den ersten Versuchen zur Bestimmung des habdhe Konzentrationsbereiches
wurde ATTOA488 als freier Farbstoff in Losung verses Fur die Untersuchung wurde fur
jeden Datenpunkt drei 30 s Spuren aufgenommeneglmiitter ,bin and correlate“-Technik
korreliert und anschlieend analysiert. In der dolden Abbildung 41 ist jeweils die
Amplitude der errechneten Korrelationsfunktionenr deei Fluoreszenzspuren gegen die
Konzentration aufgetragen. Die Diagramme untersigrei sich in der Verwendung
unterschiedlicher Lochblenden. Innerhalb eines miagns stellen die unterschiedlichen
Farben, unterschiedliche Laserleistungen dar. Deplen zeigen, von hoher Konzentration

kommend, einen Anstieg in der Amplitude, WelchermchorreIationsmodeIIAD@

entspricht. giehe Formel 32) Die Amplitude spiegelt auch die Grofer #luoreszenz-
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fluktuation um den Mittelwert dar. Nach ErreicheesdVaximums fallt die Kurve zu noch

niedrigeren Konzentrationen wieder ab.
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Abbildung 41: Amplitudendiagramme der Konzentrationsabhangigkeit mit 30, 80, 120 und 200 pm

Lochblenden bei unterschiedlichen Anregungsleisturen und einer Segmentierung von 100 ms.

Dieses Abfallen resultiert aus dem steigenden IHntedsignal. Aus den Graphen

geht hervor, dass eine Konzentration vonr® @0bis 510'°m am sinnvollsten ist. Die

zusatzliche Unabhangigkeit der Amplitude von dersdrieistung ermoglicht es die

Anregungsleistung bzw. die daraus resultierenderBizenz, der Konzentration und der

maximalen Belastbarkeit der empfindlichen Bauteila System wie APDs, ohne

Beeinflussung der Amplitude anzupassen.
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Abbildung 42: Errechnete Diffusionsgeschwindigkeita aus den Korrelationsfunktionen der
aufgenommen Fluoreszenzspuren unterschiedlicher Kaentration. Die Graphen stellen jeweils
unterschiedliche Lochblenden dar: 30, 80, 120 und0B um. Die Farben reprasentieren jeweils eine
Laserleistung in Kombination mit der verwendeten Lahblende.

Die errechneten Diffusionszeiten sind in AbbilduAg dargestellt.. Die Graphen
unterscheiden sich durch die unterschiedlichen &@rd8er Lochblenden, die jeweiligen
Farben stellen die eingekoppelte Laserleistung @ee. Diffusionszeiten sind kleineren
Schwankungen der Diffusionszeiten bei untersctabdh Lochblendendurchmessern sind auf
Ungenauigkeiten beim Einbau und der Justage ddnllenden zurtckzuftuhren, kénnen aber
vernachlassigt werden. Je grof3er allerdings didlhlende wird, desto weniger Leistung darf
in das Mikroskop eingekoppelt werden, da ansong&rStreulichtanteil im System zu grof3
wird. Fur die spateren DIM-Messungen wurde die i&0Lochblende gewahlit. Durch diese
GroRe konnte Uber den gesamten Konzentrations- Lasgranregungsbereich eine gute

Korrelationen und auch gute Anpassungsresultatdterhwerden.
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D.2.3 Voruntersuchungen zu DIM

Mit der bildgebende Diffusionsmikroskopie in Vertimg mit einem konfokalen
Objektscanningmikroskop mit kdnnen zwei Ansatzefolgt werden. Zum einen ist es
moglich bei langsam diffundierenden Objekten melsnmait der hohen Geschwindigkeit
eines Laserscanningmikroskops Uber die Probe fabreh somit eine Korrelation Uber
mehrere Bilder zu machen. Zum anderen hat man diéglithkeit mit einem
Objektscanningmikroskops und langerer Verweildaymo Bildpunkt die schneller
diffundieren Objekte in einem System besser zuolgeh. Fur die folgenden Experimente
wurde das Objektscanningverfahren angewendet. Diesshhgen wurden mit einem
konfokalen Objektscanningmikroskop mit einem piexukolliertem Verfahrtisch betrieben.
Die Fluoreszenz wurde mit Hilfe eines nichtpolasnden Strahlteilers auf beide APDs
verteilt. Eine detaillierte Beschreibung des Aufbaist in Kapitel C.1.1 gegeben. Zur
Anregung des Fluoreszenzfarbstoffes Tetramethyahod (TMR) wurde ein
frequenzverdoppelter Nd:YAG (532 nm) Dauerstricbfaserwendet.

Nach der Implementierung der Korrelation in diedBérarbeitungssoftware erfolgten
die ersten einfachen Experimente mit der bildgeben®iffusionsmikroskopie. Hierbei
wurde zunéchst eine homogene wassrige Losung natreifMR markierten-Oligonukleotid
(dT,0) abgetastet.

Bei gleich bleibender Farbstoffkonzentration wudie Viskositat verandert, um sich
ein Bild von der zu erwartenden Anderung des Katér&zu machen. Die Variation der
Viskositat hat zur Folge, dass sich damit die Riifumskonstante und somit auch die
Diffusionsgeschwindigkeit der Moleklle verandert.ieD unterschiedlichen Glycerin-
konzentrationen wurden durch Mischen eines GlydeB®-Puffergemisches eingestellt und
anschlielRend mit dem Farbstoff versetzt.

Die Resultate des Experiments sind in Abbildungud8 Abbildung 45 dargestellt. In
Abbildung 43 sind die Intensitaten der Messungengelellt. Die Losung wurde mit
folgenden Parametern abgetastet: BildgroBe 2x2 padflosung 50 nm/Bildpunkt,
Verweilzeit 100 ms/Bildpunkt. In den Bildern zeigith mit hoherer Glycerinkonzentration
ein starker werdendes Rauschen der Fluoreszengitdten Hervorgerufen durch die
verlangsamte Diffusion im Medium verbleiben die klille l&anger im Beobachtungs-
volumen und kénnen somit mehr Fluoreszenz emittiekbenso wird die Haufigkeit der
Anzahl durch den Fokus diffundierenden Fluoroptgeanger, was zur Folge hat, dass es in

der Aufnahme zu Bildpunkten kommen kann in denew@siger Fluoreszenzintensitat gibt.
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Anders gesagt, durch beibehalten der Konzentrakommt es im Mittel zu weniger
Fluorophoren im Beobachtungsvolumen, also selteegistrierte Diffusionen, die jedoch
aufgrund der langeren Verweildauer mehr Photoneiitieran. Da die Experimente in
homogenen Losungen durchgefihrt wurden, sind dieden Bildern beobachteten

Schwankungen ein Mal fur die zu erwartende Genaitigker Methode.
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Abbildung 43: Intensitatsbilder einer TMR-dT,, Farbstofflésung in unterschiedlichen Glycerin/PBS-

Pufferlésungen.

In Abbildung 44 ist die durchschnittliche Zahilrgte Bildpunkt, der in Abbildung 43
gezeigten Daten, gegen die Glycerinkonzentrationfgedtagen. Wahrend die
durchschnittliche Zahlrate um einen Wert von 80 kiRhotonen pro Sekunde) schwankt,
nimmt die Standardabweichung zu héheren Glycerin&otrationen zu. Dies druckt sich in

den gezeigten Bildern durch das Rauschen in dégEbung aus.
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Abbildung 44: Vergleich der durchschnittlichen Zahlrate in Abhangigkeit der Glycerinkonzentration. Mit

zunehmender Glycerinkonzentration nimmt die Standadabweichung zu.

Die aus den Rohdaten der Bilder errechnete Koroglsfiunktion und anschlielRend

bestimmte Diffusionsgeschwindigkeit ist in Abbildu45 abgebildet. Die Diffusionszeiten
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sind farbkodiert und logarithmisch aufgetragen. thelu ist bei steigender

Glycerinkonzentration der Anstieg der Diffusionsgesindigkeit zu erkennen. Ebenso wie
bei dem Intensitatsbild steigt das Rauschen, alsdtteuung der Diffusionszeiten aus den
Bildpunkten an. Vergleicht man das Intensitatshidd einer Glycerinkonzentration von 71%
mit dem berechneten Diffusionsbild, so lassen dietBereiche mit einer schnellen Diffusion
mit den Bereichen geringer Intensitat vergleich@renige Farbstoffe emittieren weniger
Photonen mit aus denen eine verrauschte Korrelaimsieht, die mit einer schlechten Gite

an die Modellfunktion angepasst werden kann.
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Abbildung 45: Messung der Diffusionszeiten in Vergdich mit steigender Glycerinkonzentration (v/v).

Die gemittelte Diffusionszeit Uber die Bildpunkteerd jeweiligen Glycerin-
konzentrationen mit den zugehorigen Fehlern igtbbildung 46 dargestellt. Wie auch schon
aus den Bildern zu erkennen, steigt die Diffusieitsmit der Glycerinkonzentration an,
zusatzlich wird auch die Streubreite der ermittel@ffusionszeiten grof3er, was wiederum
auf eine Obergrenze in Bezug auf die Diffusionshew. die Viskositat hinweist. Ab einem
Anteil von ca. 70% Glycerin, was etwa einer durtimsitlichen Diffusionszeit von 2 ms
entpsricht, sind keine verlasslichen Aussagen h#usionszeit mehr moglich. Aus den
Diffusionszeiten lasst sich der Diffusionskoeffizidbestimmen und mit Hilfe der Viskositat

(dargestellt inAbbildung 47) der hydrodynamische RadiuseleFormel 33 und Formel 34)
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Abbildung 46: Graphische Darstellung der bestimmten mittleren Diffusionszeit der Bilder gegen die
Glycerinkonzentration.

Die aus den Experimenten gewonnenen Diffusiongzédétesen sich zur Bestimmung

des hydrodynamischen Radius heranziehen. Daziolgjgnde Formel:

rO
T, ==
4D R, = &DLDZ Formel 46
D - kT 37T|]]v []‘O
6710, R,

Die in Abbildung 47links gezeigten Daten zeigen zum einen die Diffusionszei
(schwar, bestimmt aus den Korrelationen der Bildpunkted wen hydrodynamischen
Radius fot) an. Dieser ist relativ aufgetragen, d.h. normart den Wert bei 0% Glycerin,
und zeigt eine Abnahme des hydrodynamischen Rédiusoheren Glycerinkonzentrationen.
Der Effekt der Erhéhung der Viskositat durch Glyseugabe, abgebildet in Abbildung 47
rechts(schwary, tragt zu einer Erh6hung der Diffusionszeit iséatzlich zur Erhéhung der
Viskositaf’ steigt die Apolaritit des Mediums und filhrt so wsaheinlich zu
Konformationsanderungen des TMR-Oligonukleotid-Kaugs, die den hydrodynamischen
Radius beeinflussen. Von der optischen Seite hsehgm, steigt der Brechungsintfeser

Lésung und es kommt zu ungewollten, nicht vermaieiba Abberationen, die die Optik

verzerren.

78



Experimente und Ergebnisse

. 4 100% 1000 4 148
1,46
[ 144
£ * T
= 1 ° O, 104 142 o
~ n H60% = <
= ° o & g
2 [} - = 140 £
é ° = 4]
[ ] e
] M 1 40% § 138 2
£ [ ° 2 oy 3
[a] L] i ° 13 @
- 20%
134
°
011 T T T T T 0% 1 T T T T 1v32
o 20 40 60 80 100
Glycerin [% wiw] Glycerin [% wiw]

Abbildung 47: Links: Aufgetragen ist hier die Diffusionszeit échwarl und der, aus der Diffusionszeit
bestimmte, relative hydrodynamische Radius rpt) gegen die Glycerinkonzentration. Der
hydrodynamische Radius bei 0% Glycerin entspricht 00% und nimmt zu ho6heren Glycerin-
Konzentration ab. Rechts Graphen Uber die Eigenschaften eines Glycerin/Wagr-Gemisches: Zum einen
die Viskositat bei 20°C §échwarz, die Werte sind logarithmisch aufgetragaimd der Brechungsindex bei
20°C (rot). (sieheReferenz 87)

In diesem Experiment konnte gezeigt werden, dass @lycerinkonzentrations-
erhohung und die damit einhergehende Erhéhung séo¥sitat zur Erhéhung der Diffusions-
zeit fuhrt, welche auch mit der Methode erkanntdeerkann. Eine exakte Bestimmung der
Diffusionskonstante ist jedoch nicht mdoglich, dalbse kleinste Verdnderungen im
Brechungsindex der Loésung den Diffusionskoeffizent beeinflusseff®® Durch
Verwendung eines Objektivs mit hoher numerischererBpy und der Detektion der
Fluoreszenz durch das selbe Objektiv, bekommt dectgingsindex des Immersionsmediums
eine nicht zu verachtende Bedeutung. Wie schoreinLderatur erwahnt soll fur die exakte
Bestimmung der Diffusionszeiten der Brechungsindd#r Messlosung mit dem des
Immersionsmediums Ubereinstimmen. Kleine Abweichdiigren zu einer Abberation,
welche das Zentrum der Anregung und der Detektiotlaeg der optischen Achse
verschieben. Dies fuhrt zu einer VergroRerung desgeldionsvolumens und zu einem
kleineren Diffusionskoeffizienten, und somit zu kddn Diffusionszeiten. Zu diesem Effekt
konnte die Veranderung der Konformation des Fafb&itigonukleotid-Konstrukts, welcher,

wie schon beschrieben, einen Einfluss auf die Biffuszeit hat.
D.2.4 Das Mikrokapillarexperiment

Das Ziel dieses Experimentes war, es den Beweisti@ten, dass die Idee der
Diffusion Imaging Microscopyunktioniert. Hierzu wurde eine Mikrokapillare (fReotip®,

Eppendorf, Deutschland) in eine Halterung gespamii¢, auf dem piezogesteuertem
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Obijekttisch fixiert wurde und sich wahrend des Expents mitbewegtsieheAbbildung 48).
Die Mikrokapillare stand parallel zur optischen Aehund tauchte in eine Kammer eines
Kammerdeckglaschen (LabT&Kammer, Nunc, Deutschland) welche mit einer Lésuog
Tetramethylrhodamin markiertem Oligonukleotid g#fivar. In die Mikrokapillare wurde
eine Platinelektrode eingefihrt und an ein Spansvgrgorgungsgerat, als Anode,
angeschlossen. Der Gegenpol, ebenfalls ein Platihdiauchte in die Lésung ein.

+ 0v

_.l

Abbildung 48: Links: Schematischer Aufbau des Vorexperiments mit der Nkrokapillare. Die

Mikrokapillare befindet sich auf dem Verfahrtisch und wird zusammen mit der Kammer (ber das
Mikroskopobijektiv gefahren. Rechts Ein Photo des Versuchsaufbaus. Am rechten Rand d&ammer ist

die Gegenelektrode zu erkennen.

Nach dem Fokussieren des Laserstrahls (Nd:YAG ns3Rauf die Hohe der Offnung
der Mikrokapillare konnte mit der Messung begonngarden. Durch Anlegen einer
Spannung bewegen sich die Moleklle auf die Anodedas heildt in die Mikrokapillare
hinein. Die so erzeugte gerichtete Bewegung ddvdtaife soll sich in der Diffusionszeit um
die Offnung der Mikrokapillare, die im intakten Zasd einen Innendurchmesser von 500 nm
und einem AuRendurchmesser von 1,0 um hat, benramdehen.

Fur die Messungen wurden folgende Parameter gewitntbsung 50 nm/Bildpunkt,
Verweilzeit 25 ms/Bildpunkt. Die Grofl3e des abgeti®st Bereiches betrug 20x20 pum?2.
Abbildung 49 zeigt das Intensitatsbild einer in eeihbsung getauchte Mikrokapillare.

Deutlich ist am linken Bildrand die (in der Spitlegebrochene) Mikrokapillare zu erkennen.
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Abbildung 49: Fluoreszenzintensitatsbild einer in e Losung getauchten Mikrokapillare. Im linken
Bildrand ist die Mikrokapillare zu erkennen. Die Fluoreszenzintensitat ist Uber das Bild hinweg homoge
verteilt (50,1 kHz + 8,9 kHz).

Die Intensitat ist Uber das Bild hinweg homogentaitty nur um die Offnung der
Mikrokapillare ist sie moglicherweise aufgrund vi@aflexionen leicht erhoht. Der Mittelwert
der Intensitat betragt 50,1 kHz mit einer Standangachung von 8,9 kHz. Die schwarzen
Streifen entstanden durch blockieren des Lasetstrain Hohenkontrolle des Fokus.

Nach Anwendung der Korrelation auf jeden Bildpunkhd entsprechender
Zusammenfassung der Bildpunkte gemald der oben eter@tGlattung giehe C.4.3 und
Abbildung 14) wurde das in Abbildung 50 dargesteliiffusionsbild erzeugt. Deutlich zu
erkennen ist der Bereich in dem die Kapillare eiokd. Sie zeigt eine erhthte Diffusionszeit,
wohingegen die Losung auflerhalb der Kapillare eiadezu einheitliche Verteilung
schnellerer Diffusionszeiten liefert.

1 ms

100 ps

10 ps

Abbildung 50: Errechnetes Diffusionsbild. In der Gegend der Offnung der Mikrokapillare ist eine
Erhéhung der Diffusionszeit zu erkennen.
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Die Erhohung der Diffusionszeit um die Mikrokapitaist vermutlich auf zwei
Ursachen zuriickzufiihren: Zum einen ist das Anregoirdil des Lasers in der konfokalen
Mikroskopie entlang der optischen Achse gestretkis Laserprofil hat einen in der
optischen Achse gestrecktes dreidimensionalesus&Profil, was einem Ellipsoiden

entspricht.

Abbildung 51: Die gerichtete Diffusion entlang der optischen Achse vergréRert die errechnete
Diffusionszeit. Griin dargestellt ist die ungefahr deifach langere Ausdehnung des Laserfokus entlanged
optischen Achse.

Abbildung 51 verdeutlicht noch einmal die Asymmetlies Laserfokus und die durch
ihn diffundierenden Molekile. Da die Diffusion auigd des elektrischen Feldes entlang der
optischen Achse bevorzugt wird, verlangert sich Wdierweildauer der Farbstoffe im
Detektionsvolumen und es kommt somit zu einer sddsen Verlangerung der
Diffusionszeit. Zusatzlich zu der gerichteten Bewsg entlang der optischen Achse kommt
der Effekt, dass der Puffer in der Mikrokapilla@2 Glycerin enthalt. Hierdurch wird jedoch
geringerer Einfluss auf die Diffusionszeit erwartete in Abschnitt D.2.3 gezeigt.

In Abbildung 52 istinks der Bereich um die Offnung markiert. Die dazuge®iiber
diesen Bereich gemittelte Korrelation ist im Diagra rechtsgezeigt. Die Anpassung an die

Modelfunktion ergibt eine Diffusionszeit von 0,2&mnd einer Amplitude von 0,05.
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Abbildung 52: Links der im Bild ausgewdahlte Bereich eiRer Krei$ um die Offnung der Mikrokapillare.
Rechts die Uber diesen Bereichgemittelte Korrelation mit Standardabweichung und dazugehdriger
Modellfunktion (rot).

Im Gegensatz dazu liefert die Korrelation eineseidrs gleicher GroR3e diesmal
jedoch in der LésungsieheAbbildung 53) eine kirzere Diffusionszeit von etya8 ms und

einer Amplitude von 0,21.

lag time 1 [ms]

Abbildung 53: Links der ausgewahlte Bereichweild in der Lésung. Rechtsdie dazugehorige Korrelation
mit Ausgleichsfunktion (rot).

Die beiden erhaltenen Diffusionswerte um die Kapiiffnung, sowie in der Losung
zeigen unterschiedliche Zeiten, bestimmt durchaggiepasste Ausgleichsfunktionen.

Das zugehoérige Amplitudenbildsi€he Abbildung 54) zeigt ein Absinken der
Amplitude im Bereich der Kapillare. Dies entspriaimal der Beziehung der Amplitude zur
Konzentration, bzw. der TeiIchenzahADﬁ einer Konzentrationserhohung. Eine
Konzentrationserniedrigung kann aufgrund der Flsmeazintensitat in diesem Bereich aus-

geschlossen werden.
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Amplitude

Abbildung 54: Errechnetes Amplitudenbild. In der Gegend der Kapillaréffnung ist eine Absenkung in der
Amplitude, also einen Anstieg in der Teilchenzahlz erkennen.

Abbildung 55 zeigt ein weiteres Bild einer Mikrokigre. Im Inneren der Mikro-
kapillare ist eine deutliche Erhéhung der Diffusineit zu erkennen.

100 kHz 1 mz

Intensitat
Amplitude

Diffusotiszeit

50 1H= 100 ps

Abbildung 55: Intensitatsbild (links), Diffusionsbild (mitte) und Amplitudenbild (rechty einer
Mikrokapillare. 10 x 10 um, 100 nm/pixel, 100 ms/piel.

D.2.5 DIM in Zellen

Die bisher vorgestellten Experimente zeigen, dagslar entwickelten Methode der
bildgebenden Diffusionsmikroskopie Anderungen in @affusionszeiten bildlich dargestellt
werden konnen. Bisher konnten die Unterschiedeen Riffusionszeit aufgrund erhdhter
Viskositat, bzw. unterschiedlicher Wanderungsgesotiigkeiten im elektrischen Feld
untersucht werden. Im Folgenden wird die bildgeleeddffusionsmikroskopie auf Zellen
angewandt. Die Herausforderung der bildgebendefusdnsmikroskopie in der Zelle ist die
Aufdeckung von Heterogenitaten in der Dynamik voelleh z.B. hervorgerufen durch
aktiven Transports entlang von Tubulin, oder duwehlangsamte Diffusion, z.B. durch
Interaktion mit Proteinen oder Viskositatsunteredeiin Zellkompartimenten.

Fur die Experimente in Zellen wurden in Kammerddé&ghen kultivierte 3T3
Mausfibroblasten verwendet. 3T3 ist eine adhareathsende Zelllinie aus dem Organismus
der Maus. Die Inkubation der Zellen erfolgte tUbdr 2ei 37°C und 5% C@LAtmosphare mit
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5010° m ATTOA488-Oligonukleotid in Wachstumsmedium. Nachr diekubation mit ca.
300 ul Losung wurde zweimal mit einer erwarmten RBSung gewaschen. Nach erneuter
Zugabe von Medium wurden die Zellen vor der Verrmaegsfur weitere 30 min im
Brutschrank belassen.

Eine Messung einer so behandelten Zelle ist in lbbg 56 dargestellt. Fur dieses
Bild wurden 100 ms pro Bildpunkt aufgenommen, dirétweite zwischen den Bildpunkten
betragt 100 nm.

Auf dem Bild GieheAbbildung 56) ist die Begrenzung der Zelle detitlati erkennen.
Das Zytosol zeigt eine Autofluoreszenz von ca. B@,kwohingegen der Zellkern eine
Fluoreszenz von bis zu 50 kHz zeigt. Die Fluorezzées Zytosols ist rdumlich lokalisiert
und zeigt wenig Fluoreszenzfluktuation, was auf oflubreszenz schlie3en lasst. In den
ersten Zeilen des Bildes lasst sich der Prozes$Hdetozerstorung erahnen, dort zeigt das
Zytosol eine starkere Fluoreszenz als in den falganZeilen des Bildes. Der Zellkern
hingegen zeigt Fluoreszenzfluktuationen im 100 raseiBh. Aufgrund des Zeilenweisen
Abtastens treten auch gelegentlich Molekile in &ekus, die wahrend einer Zeile sich
kurzzeitig in einer Region aufhalten und eventusdigar in der Abtastrichtung weiter
diffundieren. Beim Abtasten der nachsten Zeile soidse Moleklle aus der Region
diffundieren. Dies fuhrt zu dem im Bild zu sehend&reifen. Aul3erhalb des Zellkerns, im
Zytosol, ist nur ein wenig Autofluoreszenz zu seheime Fluoreszenz des Farbstoffs kann
nicht beobachtet werden, da wahrscheinlich voigesti Photobleichen auf3erhalb des

Beobachtungsbereiches den Farbstoff fur die Flaeresunbrauchbar machte.

=60 kHz

0 kHz

Abbildung 56: Intensitatsbild eines 3T3 Mausfibrobhsten. Innerhalb des Zellkerns, in dem die hdchste

Fluoreszenzintensitat auftritt, zeigt die Verteilurg der Fluoreszenzintensitét ein stark verrauchtes Mster.
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In der Korrelationsauswertung in Abbildung 57 ig ®iffusionszeit kombiniert mit
der Fluoreszenzintensitat gezeigt. Je mehr Photomemem Bildpunkt zur Korrelation zur
Verfligung standen, desto farbintensiver wird dieffudionszeit dargestellt. Die
Diffusionszeiten wurden mit der glattenden Methodargestellt giehe C.4.3). Die
Fluoreszenzfluktuationen der Farbstoffmolekile eriq jedem Bildpunkt mit ausreichender
Intensitat eine langsamere Diffusion des Oligonottikonstrukts im Zellkern, als in freier
Lésung. Aufgrund der hoheren Viskositat welche HuBalze, Proteine, DNA und andere
Stoffe im Zellkern resultiert, kommt es zu einendaameren Diffusion und somit zu einer
hoheren Diffusionszeit, als in freier LOsung. Did$eterogenitat im Zellkern kann mehrere
Ursachen haben. Z.B. kann diese durch Interaktes Farbstoff-DNA-Konstrukts mit im
Zellkern befindlichen Proteinen stattfinden. Méglizvaren ebenso Wechselwirkungen mit

den Chromosomen, RNA-Replikationszentren oder deigén.

=10 ms
I ms
100 ns
10 ps

I ps

<0,1 ps

Abbildung 57: Kombiniertes Intensitats- und geglatetes Diffusionsbild. Je mehr Fluoreszenzphotonen in
einem Bildpunkt zur Korrelation zur Verfiigung standen, desto heller, bzw. Farbintensiver wird die
Diffusionszeit dargestellt. Deutlich zu erkennen itsder Zellkern, in der unteren rechten Bildhalfte.

Die angegebenen Diffusionszeiten stellen hier naefative Werte dar. Die
Veranderungen der Diffusionszeiten sollte hier édésrelativ gesehen werden.

In Abbildung 58 wurde aus dem Diffusionsbild einr@eh genommen, Uber den eine
Korrelation, Bildpunkt fir Bildpunkt mit anschliefi@ger Aufsummierung erstellt wurde. Die
gemittelte Kreuzkorrelation auf der rechten Sergyizeine Verlangsamung der Diffusion.
Die Diffusionszeit liegt hier bei 2,7 ms. Aufgrunder starken Schwankungen der
Diffusionszeiten, welche man an Hand der Falschkfzaterung im Diffusionsbild erkennen
kann, zeigt die gemittelte Korrelation auch einemmo3g@n Fehler. Die groRRe

Schwankungsbreite der Korrelationsfunktion riihg dan einzelnen Korrelationen her. Nicht
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nur Schwankungen in der Diffusionszeit, sonderrmadchwankungen in der Amplitude, die
in erster Naherung auch grob mit der Fluoreszeeasitat korrelieren, fihren zu den grof3en

Fehlerbalken der Korrelationsfunktion.
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Abbildung 58: Links: Diffusionsbild mit der ,region of interest” (tirkis). Rechts die dazugehérige
gemittelte Kreuzkorrelation, Uber den markierten Bereich, welche einer hoheren Diffusionszeit

entspricht, als dem freien Farbstoff-DNA-Konstrukt in Lésung. (A = 0,022;1p = 2,7 ms)

Durch Verwendung gepulster Laseranregungsquellemntko zusatzlich die
Fluoreszenzlebensdauer aus den Mikrozeiten deeleez Photonen bestimmt werden Bei
geeigneter Auswahl des Farbstoffs konnte es gelingie Autofluoreszenz der Zelle von der
des Fluoreszenzfarbstoffes zu diskriminieren. Ibiflung 59 ist das zu der Zelle zugehdrige

Fluoreszenzlebensdauerbild dargestellt.

' S ns =60 kHz

2 um

30 kHz

i 0 ns

Abbildung 59: Fluoreszenzlebensdauerbild links) und Fluoreszenzintensitatshild echtg der 3T3-Zelle.

0kHz

Nur Bildpunkte ab einer Anzahl von 500 Photonen wuden zur Lebensdaueranalyse herangezogen. Alle
Bildpunkte mit weniger Photonen sindblau dargestellt.

Die Bildpunkte in Abbildung 59 zeigen die Fluoresziebensdauer farbkodiert.
Diejenigen Bildpunkte, die die Mindestanzahl vorD38hotonen nicht erreicht haben sind

hier blau dargestellt. Innerhalb des Zellkerns wurde eingokszenzlebensdauer von ca.
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3,8 ns bestimmt. In helleren Bereichen des Zytogeigt die Fluoreszenzlebensdaueranalyse
einen Wert von ca. 3,0 ns an, die in dem Bild etgr@mlicher erscheinen. Der Literaturwert
von freiem ATTO488 besagt eine Fluoreszenzlebemsdawon 3,2 ns voraus. Eine
Diskriminierung anhand der Fluoreszenzlebensdaughteist hier keine verlassliche
Unterscheidung des Farbstoffs zur Autofluoreszenargeben.

Es konnte gezeigt werden, dass die bildgebendeudioiismikroskopie auf
Zellsysteme funktioniert. Das Ziel der Entwickluisg es jetzt diese Technik auf Systeme mit
biologischer Fragestellung auszuweiten und Untéedeh in der Diffusion innerhalb

zellularer Strukturen zu erforschen.
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E DISKUSSION UND AUSBLICK

In dieser Arbeit wurde eine Methode entwickelt uinide Einsetzbarkeit fur
Experimente untersucht. Das Ziel war die Beobaahtton Transportprozessen in Zellen mit
den Methoden der Einzelmolekulspektroskopie.

Ein Schwerpunkt der Arbeit setzt sich mit dem gézeTransport markierter Sonden
auseinander. Insbesondere der Transport von def3-&uginin bestehenden Peptiden stand
im Vordergrund. Zur Beobachtung der TransportwegfeReptide in den Zellen wurden diese
mit dem Fluoreszenzfarbstoff Fluorescein markiert.

Im zweiten Teil der Arbeit wurde eine Methode ertelt um Transportprozesse,
sowie Interaktion in der Zelle raumlich aufzul6s@ie entwickelte Methode basiert auf der
Messung der Diffusionszeiten fluoreszenter Sondestiche zunachst in einem Modelsystem

und schlieRlich in Zellen untersucht wurde.

E.1 ZELLMEMBRANGANIGE PEPTIDE

Die ersten Untersuchungen zur Aufnahme des TaePoin Zellen wurden bereits
von FRANKEL und PaBO 1988 gemacht. Die von ihnen synthetisierten Argihgomere
zeigten eine die gleiche und teilweise bessere #ufreeffizienz in die Zellen als das Tat-
Protein selbst, und legten daher die Vermutung ndhes es sich um PTD- bzw. NLS-
Sequenzen handelt. Beim Austausch ven-Arginin durch a-bD-Arginin, sowie der
Verwendung des Retro-inversen des Tat-Proteinsntkoeine erhdhte Aufnahme in die
Zellen beobachtet werden. Ein aktiver Transporty @@ die Aufnahme der Zellen
verantwortlich sein kdnnte, kann bisher ausgessklosverden.

In dieser Arbeit wurde die Wirkung von Fluorescenarkierten Peptiden auf die
Zellen untersucht, welche aus d@Homologen der Aminosaure Arginin synthetisiert
wurden. Durch die Verwendung von Peptiden BuSminosduren kann ein enzymatischer
Abbau durch die nativen Peptidasen unterbunden emerdvas das Peptid intra- sowie
extrazellular langlebiger macht. Die Markierung deeptide am C-Terminus mit dem
Fluoreszenzfarbstoff Fluorescein erlaubte die Bebtag der Aufnahme des Peptids. Erste
Untersuchungen aus dem Jahr 2002 zeigten erfohgreisufnahme des Fluorescein
markierten P-Lysin); und @-Arginin); in Zellen® Ein Ziel dieser Arbeit war die

Bestimmung der Mindestlange d&Argininkette, welche zur Aufnahme in Zellen notwlemn
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ist. Dabei zeigte sich in Ubereinstimmung mit vegehenden Arbeiten, dass zur Aufnahme
der Peptide in die Zellen eine gewisse Schwellkntraéon benétigt wird?

Zur Bestimmung der Mindestlange @rArgininen, die zu einem Internalisierungs-
prozess notwendig sind, standen vier verschiedesgeklangen def-Peptids zur Ver-
fugung, sowie eine Negativkontrolle. Die Versuchairrden zur Vergleichbarkeit der
Experimente, mit den ersten Experimenten fiPeptiden, in HelLa-Zellen durchgefihrt.
Hierbei stellte sich heraus, dass eine messbaraahuofe der Peptide ab einer Kettenlange
von acht Aminosauren, und dies innerhalb von 1-liBukén, stattfindet. Eine vollstandige
Markierung aller Zellen mit dem markierten Peptrfbederte jedoch eine Kettenlange von
mindestens zehn  Argininen.  Fluoreszenzbilder wurdesowohl mit einem
Epifluoreszenzmikroskop mit Weitfeldanregung undeeiCCD-Kamera, als auch mit einem
Laserscanningmikroskop aufgenommen. Fir eine Kéttge von zehn Argininen konnte
eine deutliche Anreicherung der Peptide in den Blolkldes Zellkerns beobachtet werden,
wahrend bei einer Kettenlange aus a@hfrginen lediglich ein Teil der Zellen diese
Anreicherung zeigte.

Zur Bestimmung der Schwellkonzentration fur die ralime der
PeptideMindestkonzentration wurden verschiedenke@ehit einer definierten Konzentration
des Dekamers einesB-Arginins versetzt. In diesen Experimenten wurdeneei
Mindestkonzentration von 5vufestgestellt werden. Das Ziel weiterer Experimemge den
Aufnahmeprozess mit photostabilerer Halbleiternaistddlen zu verfolgen. Durch
Verwendung des biotinylierten Arginin-Dekamers zusgen mit Streptavidin modifizierter
Halbleiternanokristalle ist eine Agglomeration aenigen Stellen in der Zellmembran zu
beobachten, wobei die Zellen keine Aufnahme dedleigérnanokristalls zulassen. Eine
maoglicherweise zu geringe lokale Konzentration Beptids an der Zellmembran kann der
fehlende Ausloser sein. Zusatzlich kénnen Peptidadie sich in der Umgebung der Zelle
aufhalten, das hier verwendetePeptid schon teilweise degradiert haben und salast
Peptid unter die notwendige Mindestkettenlange laage haben. Eine mdgliche
Interpretation, dass die Strepavidin modifizieri¢aibleiternanokristalle aufgrund der GroR3e
bis zu 20 nm nicht aufgenommen werden kann, kondteoh die aus der Literatur bekannte
Aufnahme von 200 nm grof3en Liposomen mit Hilfe [Beptide entkraftet werden.

Weiterhin stellte sich die Frage, ob die Aufnahmer éeptide von bestimmten
Zellzyklen abhangt. Zur Beantwortung dieser Fragede durch die Einfihrung eines RFP-
PCNA-Konstrukts der Zellzyklus der Zelle beobach®@thrend der S-Phase der Zell, in der

das RFP-PCNA-Konstrukt bekannte Muster ausbildefdes ebenso eine unterschiedliche
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Aufnahmegrade des Peptids beobachtet. Dies begdédats es keine spezielle Erh6hung der
Anreicherung wahrend einer Phase im Zellzyklustexis Eine erhbhte Aufnahme scheint
demnach eher zufélliger Natur zu sein.

In diesen Untersuchungen galt es dgPeptide, als mdgliche Transporter
fluoreszenter Sonden, in Zellen zu erforschen. Beéss galt das Interesse der
Vergleichbarkeit zu de-Peptiden, sowie einer Untersuchung des Aufnahnzegses der
Peptide in die Zelle. Mit einer Fluoreszenzmarkmgy@ausgestattet wurden die auf die Zellen
einwirkenden Peptide mit FluoreszenzmikroskopiscA@&thniken untersucht. Es konnte
gezeigt werden, dass diePeptide, ebenso wie ihre homologeiiPeptide die Fahigkeit zur
Aufnahme in Zellen besitzen und diese ebenso diAegenabhangigkeit unterliegen. Ein
bevorzugter Aufnahmeweg durch Rezeptormembranmetannte allerdings nicht gefunden
werden, da vermutlich die lokale positive Ladungrotiu das Streptavidin teilweise
abgeschirmt wurde. Ebenso konnte mit Hilfe eindizyklus spezifischen Markierung keine
bevorzugte Aufnahme der Peptide in die Zelle wathreimer bestimmten Phase beobachtet
werden. Die enzymatische Stabilitat @ePeptide gegentiber Peptidasen macht sie zu einem
Transporter der molekulare Fracht, z.B. von Plasmftoder von Makromolekiiléh in den
Zellkern.

Der noch immer nicht aufgeklarte AufnahmeprozessRieteine ist ein noch immer
ein ungeléstes Problem. Bisherige Untersuchungenntko einige Mechanismen der
Transduktion lediglich ausschlieRBen. Fiir die zelesmunspezifiscié Aufnahme der Peptide
kann ein aktiver Transportprozess, welcher durcimbtan- oder Zelloberflachenrezeptoren
induzierter wird, ausgeschlossen werden. Ein Infdiz die Unabhéangigkeit von diesen
Rezeptoren sind Arbeiten, welche zeigen konntess daPeptide ebenso wie das Retro-
inverse des Tat-Peptids besser aufgenommen welsle@las Tat-Peptid an sich. Daher wird
vermutet, dass es aufgrund der amphiphilen Strukder Peptide zu QuLOMB-
Wechselwirkungen mit der negativ geladenen Zellmambkommt, womit es zu einer
Permeabilisierung kommt. Durch eine hdohere Anzahldidne im Peptid und die damit
einhergehende hohere positive Ladung des Peptidd die Wechselwirkung mit der
Zellmembran verstarkt. Die Folge ist ein endozyabsdicher Aufnahmeprozess.
Endozytose selbst konnte jedoch durch Experimerte4®C und der Messung des ATP-
Verbrauchs in einigen Fallen ausgeschlossen werdé¢ierbei werden die Peptide
aufgenommen, jedoch ist die Aufnahme bei weitenmtnso hoch wie bei Inkubationen bei
37°C. Dies deutet auf zwei gleichzeitige ablaufendgdoch unterschiedliche

Aufnahmeprozesse hin.
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In dieser Arbeit konnte die Vermutung bestatigt deer, dass es bei Peptiden
bestehend aus 3-Argininen eine Mindestlange annkgn geben muss, damit es zu einer
Aufnahme in die Zelle kommen kann. Die Verwendung LLysinen an Stelle von Argininen,
fuhrt zu einer schlechteren Aufnahme. Lysine besitim Unterschied zu Argininen, keine
Guanidingruppe, welche aufgrund ihrer Ladung eiressbre Wechselwirkung mit der
Membran austben kann. Als Folge dieser Erkenntnisagden Dendrimere mit
Guanidinsubstituenten versehen und mit Fluorestwirkiert. Die substituierten Dendrimere
wurden von Zellen aufgenomméh.

Das grolR3e Interesse an den R-Peptiden liegt in \demwendung dieser in
Zusammenhang mit Arzneimittel. Die Moglichkeit ndiesen Peptiden die Blut-Hirn-
Schranke zu tberwinden, ermdglicht die Entwicklwog neuen Strategien in der Therapie,
in denen Medikamente schnell und direkt in eineleZejelangen und wirken. Erste
Untersuchungen an Mausen wurden gemacht. In diésparimenten markierte die, an das
Tat-Peptid gekoppelt@-Galactosidase die Effizienz der Aufnahme. Das iBéq@nnte in den
verschiedensten Organen, so auch im Gehirn der Meahgewiesen werden. Dies eroffnet
diesem Transporterprotein die Mdglichkeit proteimiog Medikamente schnell und direkt in

den Organismus zu transportieren, das wiederumglithbneue Behandlungsmethod@n.

E.2 DIFFUSION IMAGING MICROSCOPY

Die in dieser Arbeit dargestellte Kombination vonludfeszenzlebensdauer-
mikroskopie Abk: FLIM) mit Fluoreszenz-Korrelations-Spektroskopfbk: FCS) vereinigt
die Vorteile, der prazisen Ortsauflésung mit destBemung der empfindlichen Bestimmung
von Diffusionszeiten. Durch die Verwendung einestBascanning-Mikroskops mit erhdhter
Verweilzeit bei der punktweisen Abtastung der Proiberde die erhaltene Fluoreszenz-
fluktuation innerhalb eines Bildpunktes korrelidttste Versuche, die veranderte Diffusion in
der Nahe einer Offnung einer Mikrokapillare zu neesszeigten, dass die Fluoreszenz-
farbstoffe gekoppelt an ein Oligonukleotid durch angelegtes elektrisches Feld zur in der
Mikrokapillare befindlichen Anode wanderten. Dureim Abtasten in der Nahe der Offnung
der Kapillare konnte eine verlangerte Diffusionsbeiobachtet werden, die ein Resultat aus

der Asymmetrie des Fokus in Richtung der optischemse und des angelegten Feldes ist.
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Ein Ziel dieser Arbeit war die Anwendung der Methodur Untersuchung von
Transportprozessen in lebenden Zellen. Die gewdhdtinode erforderte eine Messdauer von
25-100 ms pro Bildpunkt um schnelle Diffusionen stelien zu kénnen. Eine langere
Verweildauer der Molekuile, verursacht durch erhobifusion, kbnnen gegeniber den
stationéren Zustanden nicht aufgelost werden. Aesedn Grund entstehen bei der Messung
grofRe Datenmengen, um gute Korrelationen zu erreugie pro Bild erzeugten Rohdaten
umfassen dabei in der Regel mehrere 100 MB, diecjednit dem Stand der heutigen
modernen Computertechnik zu bewaltigen sind. Dieeggen Experimente zeigen, dass die
entwickelte Methode zur Darstellung heterogenefuSibn geeignet ist. Fir die Aufklarung
von Transport- und Signalprozessen kann die Methmeiagen, da der hier verwendete
Ansatz gezielt die schnellere Diffusion erfassemrka

Durch die langere Verweildauer steigt auch die Weleinlichkeit fir das
Photobleichen langsam diffundierender oder statigeundener Molekile, bevor sie fir die
Messung relevante Messdaten produzieren konntea.VBrwendeten Sonden, also die
Farbstoffe und Halbleiternanokristalle, zeichneshsilurch eine gewisse Photostabilitat aus.
Die in der Biologie héaufig eingesetzten Fusionsgire, z.B. GFP, besitzen eine geringe
Photostabilitdt und eignen sich daher nicht optimal Verwendung in der bildgebenden
Diffusionsmikroskopie. Der Vorteil des endogenenRSHiegt in der direkten Kopplung,
durch Expression, an den Protagonisten, z.B. etelr. Die ansonsten exogen stattfindende
Kopplung des Fluoreszenzmarkers mit dem Proteifdtstdf verschiedene andere Probleme,
wie Denaturierungen oder Blockierung der Bindungste, so auch die Inkorporation in die
Zelle. Helligkeit und Photostabilitat des Fusiomdpms stehen den Vorteilen gegentber.
Wahrend organische Fluorophore fiir hohe Quanteeamsb und auf Hydrophilitat
entwickelt wurden, zeigen die Fusionsproteine ihMachteile. Durch geringere
Photonenausbeuten erhalten die Korrelationsfun&tiogrof3ere Ungenauigkeiten, die durch
eine langere Messdauer zu korrigieren gilt. Zugétzlvird die Diffusionseigenschaft des
Protagonisten durch das GFP beeinflusst. Aufgrumdrihdheren Masse in Relation zu
organischen Fluoreszenzfarbstoffen verschiebends&biffusionszeiten zu héheren Zeiten.

In den Experimenten zur Diffusionsmikroskopie wundelieser Arbeit ausschliel3lich
adharente Zellen, 3T3 Fibroblasten, verwendet. Werteil dieser Zellen liegt in der
Praparation. Im Gegensatz zu nicht-adharenten rZehalten sich die adharente Zellen
wahrend der Inkubation und anschlieRender Beobaghdn einem Platz auf und lassen sich

so Uber eine langere Zeit hinweg verfolgen. Digsspeziell fur die Untersuchungen von
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Fragestellungen, die die Diffusionsmikroskopie &#én von Bedeutung und
erwunschenswert.

Durch die Einfuhrung der zellmembrangéngigen Peptigsteht die Mdglichkeit
einen schnellen und zielgerichteten Transport vailekularer Fracht in den Zellkern zu
bekommen. Nach den ersten Versuchen, bei der didekolare Fracht ein
Fluoreszenzfarbstoff war, kbnnten diese jetzt duPtlarmazeutika, Proteine oder Antigene
ausgetauscht oder eingeflgt werden um die Reakt@nZellen zu beeinflussen und sie
daraufhin zu untersuchen. Die zweite Mdglichkeitdegnostische Sonden einzusetzen um
interessante Stellen der Zelle zu untersuchen.i@sed konnten spezielle Gensequenzen der
Zelle oder auch durch Umwelteinflisse oder Krankhkerursachte Mutationen der DNA
sein. Diese lieBen sich durch Einsatz, z.B. durahigih-Sondef oder Molecular Beacohs
in einem Anstieg der Fluoreszenz detektieren. Gebonan zellulare Proteine liel3e sich
zusatzlich die Signal- und Transportkette erforache

Weitere zukiinftige Experimente, die den Aufnahmédmasmus der Peptide klaren,
waren zur Optimierung von kunstlichen Transporteon Interesse. Einhergehend damit ist
die Untersuchung der nicht internalisierten Streépiia modifizierten Halbleiternanokristalle,
die bisher eine Limitierung der Aufnahme darstellen

Die spezielle Anwendung der Methode der bildgeberdigfusionsmikroskopie soll
in Zukunft mehr Aufschluss von Signal- und Transpazessen mit zentraler wissen-
schaftlicher Fragestellung werden. Mit gezieltertvidoklung transportprozessrelevanter
Sonden kénnen so deutliche Transportwege aufgezeigten. Der Einsatz der bildgebenden
Diffusionsmikroskopie ist im Bereich der Pharmalkgéy oder in der Diagnostik durchaus
vorstellbar, in dem, z.B. Wege der Pharmazeutikaimer Zelle dargestellt werden kdnnen.
Ebenso Untersuchung durch verandern der Zellagthidthe oder biologische Beeinflussung
der Zelle von au3erhalb und deren Reaktion dardavérmvAnwendungen fir diese Methode.

Einhergehend mit der Erforschung neuer Anwendunigeden genannten Bereichen,
ist die gezielte Weiterentwicklung der Methode, wthneller zu praziseren Daten zu
kommen. Hierzu muss der Einsatz schneller, hocheipgfher CCD-Kameras Uberdacht
werden, deren Technologie sich in punkto Empfirkeit in den letzten Jahren schnell
weiterentwickelt hat. Neue Techniken wie multifakdfCS koénnte die Methode der DIM
erweitern und prazisieren. Ebenso die Einfuhrung speektral getrennten Aufnahme der
Daten und entsprechende Kreuzkorrelation der Ddiede sich das System verfeinern in

Bezug auf die gemeinsame Diffusion zweier unteestiidher markierter Sonden.
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F  ANHANG

F.1 ABKURZUNGEN

ADC Analog Digital Wandlerdngl: analog to digital converter)
APD Lawinen Photodiodesfigl: Avalanche Photodiode)
Arg Arginin
ATP Adenosintriphosphat
CCD ladungsgekoppelter Bausteem@l: charge coupled device)
CLSM  konfokale Rastermikroskopier{gl: confocal laser scanning microscopy
CPP Zellmembranganige Pepti@mgl: cell-pentrating peptides)
DMEM Dulbecco’s modified Eagle Medium
DNA Desoxyribonukleinsaure
DIM Bildgebende Diffusion Mikroskopiegfigl: Diffusion Imaging Microscopy)
EDTA Ethylendiamintetraacetat
EOM elektrooptischer Modulator
FACS Durchflusszytometrieefigl: fluorescence activated cell sorting)
FCS Fluoreszenz-Korrelations-Spektroskopie
auchFotales Kalberseruneigl: fetal calf serum)
FFT schnelle Fourier Transformatioen@gl: Fast Fourier Transformation)
FIFO first-in first-out
FRAP Fluoreszenzregeneration nach Photobleichegl{ fluorescence recovery
after photobleaching)
GFP grunfluoreszierendes Proteamgl: green fluorescent protein)
HEGL  Hexaethylenglykol
HOMO Hochstes besetztes Molekulorbi@h@l: highest-occupied molecular orbital)
LUMO  Niedrigstes unbesetztes Molekulorbit&ngl: lowest unoccupied molecular

orbital)
M molar ("))
IC interne Konversiongngl: internal conversion)
ISC Interkombinations-Prozessngl: intersystem crossing)

MCS Multi-channel Scaler

NLS Kernlokalisierungssequenengl: nuclear localization sequence)



Anhang

oD optische Dichteghgl: optical density)

PBS Natriumphosphat-Puffegrfgl: phosphate-buffer saline)

PCNA  proliferating cell nuclear antigen

PTD Protein Transduktions Domarengl: protein transduction domain)
RFP rotfluoreszierendes Protean(l: red fluorescent protein)

SFLIM  spektralaufgeléste Fluoreszenzlebensdaueosiapie éngl: spectrally-
resolved fluorescence lifetime imaging microscopy)

SPCM Photonenzahlwerkifgl: single photon counting module)

SMS Einzelmolekulspektroskopier(gl: single molecule spectroscopy)

TCSPC  Zeitkorreliertes Zahlen einzelner Photonemgl: time-correlated single
photon counting)

TIR-FM Totalreflexions Fluoreszenz Mikroskopieengl: total internal reflexion
fluorescence microscopy)

TMR Tetramethylrhodamin

TTL Transistor-Transistor-Logik

VR Schwingungsrelaxatiorefigl: vibrational relaxation)
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