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geklart werden, inwieweit der Transport von AAV (ber sog. Endosomen stattfindet.
AuRerdem sollte der Einfluld von intrazelluléren Strukturen auf des freie Diffusionsverhalten
des Virus aufgeklart werden. Beide Problematiken wurden wieder mit SDT untersucht. Der
letzte Schritt der viralen Wanderung in der Zelle ist das Eindringen in den Zellkern bzw. die
Wanderung darin. Dazu sollte die Art der Bewegung von AAV wieder mit Hilfe von SDT
charakterisiert werden. Umgekehrt sollte die Frage geklart werden, in wie fern das
Wanderungsverhalten im Kern Hinweise auf die intranukleare Strukturen geben kann. Die
Bestimmung der Zeitspanne von Viruszugabe bis zum Nachweis von immobilisierten Viren im
Kern sollte schliefdlich der Charakterisierung der Infektionszeit des Virus dienen.

Die vorliegende Arbeit ist im wesentlichen in einen theoretischen und einen experimentellen
Tell gegliedert. Unter Theorie fallen dabei Grundlagen der Einzelmolekildetektion (Kapitel
2), Maglichkeiten der Einzelmolekuldetektion (Kapitel 3), Grundlagen der Diffusionstheorie
(Kapitel 4) und die Biochemie von AVV (Kapitel 5). Der experimentelle Teil umfal3t den
apparativen Aufbau und die untersuchten Probensysteme (Kapitel 6) sowie experimentelle
Ergebnisse und Diskussion der mikroskopischen Untersuchungen an Einzelmolekilsystemen
(Kapitel 7). Das Kapitel 8 skizziert Arbeiten zum Energietransfer an einem ModelIsystem.

1. Einleitung

Im Zentrum der vorliegenden Arbeit stehen Experimente mit einzelnen Farbstoffmolekilen,
die as Label fir biologische Systeme genutzt oder auch per se in einer Polymermatrix
untersucht werden. Die einzelnen Chromophore werden, réumlich separiert, durch
Einstrahlung von monochromatischem Laserlicht elektronisch angeregt. Ihre Fluoreszenz wird
optisch-mikroskopisch detektiert. Diese Form der Einzelmolekildetektion (single molecule
detection, SMD) hat in den letzten Jahren u.a. dazu gefihrt, dafd neuartige biowissenschaftliche
Fragestellungen beantwortet werden konnten. Die historische Entwicklung von den ersten
Schritten des Einzel molekilnachweises hin zu biologischen Anwendungen der SMD werden im
folgenden umrissen.

Noch 1952 war Erwin Schrodinger der Uberzeugung, dai3 es niemals moglich sein werde, mit
einzelnen Elektronen, Atomen oder Molekilen zu experimentieren [1]. Bereits acht Jahre
spéter legte Richard Feynman dar, dal? es keine prinzipiellen physikalischen Grenzen gébe,
gezielt mit Atomen zu hantieren [2]. Die experimentelle Wissenschaft hat seither, vor allem in
den letzten 15 Jahren, auf dem Weg zur Analysierbarkeit immer kleinerer Strukturen erhebliche
Fortschritte gemacht. Exemplarisch sei hier nur an die Verlethung des Nobelpreises (Physik)
fur Binnig und Rohrer 1986 erinnert, die die Rastertunnelmikroskopie (STM, Scanning
Tunneling Microscopy) entwickelten, mit der detaillierte Aufnahmen und Experimente mit
einzelnen Atomen und Molekilen auf metallisch leitenden Oberflachen mdglich sind [3].
Fragestellungen der modernen Nanotechnologie auf der Ebene einzelner Molekile sind bis
heute eng mit STM-Experimenten verbunden [4]. Mit rasterkraft-mikroskopischen Verfahren
[5] (atomic force microscopy, AFM), ist es moglich, atomare Auflésung auch auf
|solatoroberfléchen zu erzielen. 1995 konnte Giessibl erstmals auf Silizium-Oberfléchen zeigen,
dald durch den Einsatz von Frenquenzmodulationstechniken AFM-Experimente mit einer
lateralen Auflosung von etwa 0,1 nm auch auf die Untersuchungen solcher Oberfléchen
ausgeweitet werden kdnnen, bei denen Spitze und Probe miteinander Bindungen eingehen [6].
Neben den physikalischen Techniken STM und AFM entstand im Bereich der Biologie schon
Mitte der siebziger Jahre ein optisches Verfahren, das auf Hirschfeld zurtickgeht. Damit war es
mdglich, einzelne Antikorper, die mit etwa 100 Fluorophoren gelabelt waren, nachzuweisen
[7]. Zusammen mit Block und Mueller konzipierte er wenig spéter ein auf diesem Verfahren
basierendes Gerdt zum Nachweis und Klassifizierung von Viren [8]. Er versuchte erstmals
beim Nachweis von einzelnen Teilchen mit kleinen Anregungsvolumina und sog. time-gated
detectors zu arbeiten, um das Fluoreszenzsignal gegentiber dem Untergrund zu verbessern. In
den achtziger Jahren versuchte eine Gruppe um Keller die Sensitivitdt der Detektion von
fluoresziernden Molekiilen durch die Verwendung des sog. hydrodynamical focussed flow zu



verbessern [9, 10]. Der erste Nachweis eines einzelnen Fluorophors in biologisch relevanter
Umgebung gelang 1990 mit dieser Methode [11]. Etwa zur selben Zeit konnten in den
unabhéngig voneinander arbeitenden Gruppen von Moerner und Orrit Einzelmolekiile, die in
Wirtskristalle eingebaut waren, bei tiefen Temperaturen durch spektrale Selektion
nachgewiesen werden [12, 13]. Anfang der neunziger Jahre wurden dann weitere Techniken
etabliert, die es ermdglichten, einzelne Biomolekile durch den Einsatz von glésernen
Mikronadeln [14, 15] oder von sog. optical tweesers [16, 17] gezielt zu fixieren oder zu
manipulieren. Parallel dazu gelang in der SMD ein entscheidender Fortschritt durch den
Einsatz von mikroskopischen Verfahren, die bei Raumtemperatur an in diinnen Polymerfilmen
oder auf Glasoberflachen immobilisierten Fluorophoren arbeiteten. Zunéchst entstanden hierbei
Techniken im optischen Nahfeld (scanning nearfield optical microscopy, SNOM). Durch den
Einsatz von metalbedampften Glasfaserspitzen konnte hierbei mit Anregungsvolumina
gearbeitet werden, die das Beugungdimit unterschritten [18-22]. Spéter wurde auf die
beugungslimitierte Mikroskopie im Weitfeld [23, 24], z. B. die konfokale Mikroskopie,
zurtickgegriffen. Da diese Methode ,bei hundertma weniger Aufwand nur etwa funfmal
schlechtere Auflésung” als SNOM [25] bietet, die Signalqualitét keinesfalls schlechter ist und
keinerlei optische Informationen verlorengehen, ist die Bedeutung der konfokalen Mikroskopie
in jungster Zeit gestiegen, die der Nahfeldmikroskopie stark zuriickgegangen. Mitte der
neunziger Jahre gelang es, durch die stetige Verbesserung des Signa-zu-Untergrund-
Verhdtnisses und nicht zuletzt durch den Einsatz hochempfindlicher CCD Kameras einzelne
Molekile mit Imaging Techniken im Nah- und Weitfeld zu untersuchen. Erstmals konnten
mobile Molekile in ihrer Bewegung individuell und in Echtzeit verfolgt werden: In der Gruppe
von Yanagida und Kinosita wurde die ATP getriebene Wanderung von Myosin auf Actin-
Filamenten untersucht [26, 27], Vale berichtete tber die Wanderung von Kinesin entlang von
Mikrotubuli [28], die Gruppe um Schmidt und Schindler charakterisierte die zweidimensionale
Diffusion einzelner Farbstoffmolekiile in Lipiddoppelschichten [29], und Moerner beobachtete
die dreidimensionale Diffusion von Farbstoffmolekiilen in Gelen [30]. Etwa um diese Zeit
gdang es, aus de im FHussigkeitsstrom  arbeitetenden  Methode  heraus
Einzelmoleklluntersuchungen im Laserfokus in wé¥igem Medium durchzuzufiihren. Keller
sah in dieser Technik die Moglichkeit einer schnellen DNA-Sequenzierung. Wenn es gelange,
jede Base durch einen Fluoreszenzfarbstoff zu markieren und die DNA gentigend schnell durch
den Fokus zu schieffen sowie die erhatenen Daten der Sequenz mit Computern geniigend
schnell auszulesen, wére die Entschliisselung des menschlichen Genoms prinzipiell mdglich.
Die Identifizierung von Chromophortypen wurde durch die Analyse des Fluoreszenzsignals im
Laserfokus, der sog. Bursts, in sehr kurzer Detektionszeit moglich, indem man beispielsweise
Fluoreszenz-Lebensdauer oder spektrale Position bestimmen konnte [31]. Rigler und Nie
erweiterten die Detektionsmethode im Laserfokus u.a. durch die Kombination mit der
statistischen Auswertung der Autokorrelationsfunktion [32-34]. Weitere Versuche, das Signal-
zu-Untergrund-Verhdtnis bei der Einzelmolekiildetektion zu verbessern, fuhrten in jlungster
Zeit zur Anwendung der Zweiphotonenanregung [35-37]. Ein entscheidender Nachteil, den
diese Technik allerdings mit sich bringt, ist die Erhéhung der Photobleichwahrscheinlichkeit
der untersuchten Farbstoffe.

In den letzten funf Jahren trug die Einzelmolekildetektion dazu bei, dal’ Forschungsgebiete,
die bidang mit klassischer Fluoreszenzmikroskopie arbeiteten, weiterentwickelt werden
konnten. Besondere Aktuaitdt kommt dabel vor allem den Biowissenschaftenen zu. Dies
héngt in erster Linie damit zusammen, dal3 die neue Technik der SMD Fragestellungen
beantworten kann, die mit bisherigen Methoden nicht zugénglich waren. Es handelt sich hierbei

z.B. um die Aufkl&rung dynamischer Eigenschaften von individuellen Biomolekilen oder um
die individuelle Funktionditét von Untereinheiten in molekularen Maschinen, die bisang in
Ensembleexperimenten stets durch Mittelwertbildung oder summative Effekte verlorengingen.
In den Feldern Biologische Motoren, DNA-Transkription, Enzymatischer Umsatz, Protein-
Dynamik und Signatransfer in Zellen haben sich erste SMD-Arbeitsgruppen etabliert [38].

Die vorliegende Arbeit beinhaltet Untersuchungen, die im Bereich der Virologie und
Gentherapie ihren Ursprung haben. Hierbei wird der Aufnahmemechanismus des sog. adeno
associated virus (AAV) in lebende Zellen (HeLa-Zellen) mit SMD untersucht. Die Methode
bietet in diesem speziellen Fall den Vorteil, mit physiologisch relevanten Virenkonzentrationen
arbeiten zu koénnen. Die Grundlagenforschung im Bereich der Gentherapie, die versucht,
rekombinante Vektoren von AAV as sog. Genshuttle im Kampf gegen Krankheiten
einzusetzen, kann mit SMD, speziell mit single dye tracing (SDT), letztendlich auf ein
bildgebendes Verfahren zurlickgreifen, das mit einer Ortsaufldsung im Bereich von etwa 40
Nanometer in Echtzeit Trajektorien von einzelnen Viren bestimmen kann. Damit kann Einblick
in mechanistische Vorgénge erhaten werden, die sich in lebenden Zellen abspielen. Solche
Untersuchungen sind aber nach dem derzeitigen Kenntnisstand auch innovativ fir den Bereich
der Einzelmolekllmikroskopie, da sie erstmals belegen, dal?3 einzelne Farbstoffmolekile in
lebenden Zellen, im Cytoplasma und im Zellkern, nachgewiesen und zur Bestimmung von
Wanderungs-Trajektorien von Viren mittels SDT eingesetzt werden kénnen. Denkbar ist auch,
dai3 das Potential der SDT-Methode in Bereichen, wie etwa bel der Entwicklung antiviraler
Substanzen in der Pharmaforschung, Anwendung findet, selbst wenn die Einschétzung
konkreter Perspektiven bislang noch schwierig ist.

Im einzelnen wurden folgende experimentelle Fragestellungen bearbeitet. Zunéchst galt es die
Photostabilitét des Sondenmolekiils Cyanin5 (Cy5) zu charakterisieren. Hierzu wurde an einer
statistisch relevanten Zahl von einzelnen Cy5-Molekilen, die in dinne Polymerfilme
eingebettet waren, das Séttigungs- und das Bleichverhaten des Farbstoffes studiert und
quantifiziert. In einem weiteren Schritt mufte der Nachweis erbracht werden, da3 Cy5-
Einzelmolekile in zellulé&ren Systemen detektierbar sind. Dieser wurde mit Hilfe von Cy5-
gelabelten Antikdrpern (Immunglobulin G) in permesbilisierten menschlichen Tumorzellen,
sog. HeLaZellen, durchgefuhrt. Im dritten Schritt sollte das Diffusionsverhaten von
Immunglobulin G und von Adeno-assoziierten Viren in wal¥riger Losung charakterisiert
werden. Dies sollte mit Hilfe der Methode des SDT erfolgen, bei der Einzeltrajektorien von
Partikeln anhand des Sondenmolekiils verfolgt werden konnen. Letztendlich sollte aus
Einzelbewegungsschritten ein Diffusionskoeffizient von Antikdrper bzw. Virus ermittelt
werden.

Nach diesen Vorarbeiten konnte die Einzelmolekil-Untersuchung von AAV in lebenden Zellen
begonnen werden. Folgende Stationen des Eindringmechanismus von AAV in lebende Hel.a
Zellen galt es zu untersuchen: Zum ersten sollte die Effizienz des Virus-Eintritts in die Zelle
durch die Zellmembran bestimmt werden. Dazu mufite eine statistisch relevante Anzahl an
Trajektorien, die VirusKontakt mit der Zellmembarn von auf3en her zeigten, aufgenommen
werden. Diese Trajektorien mufdten untergliedert werden in solche, die ein Eindringen in die
Zelle zeigten und in solche, die Membrankontakt mit anschlielfendem Verlassen der Zellregion
zeigten. Desweiteren sollten Eindringzeiten in die Zelle ermittelt werden und mit den Zeiten
verglichen werden, die mit Hilfe anderer Methoden bislang bestimmt worden waren. Aul3erdem
sollte ein stochastisches Modell erstellt werden, um die Haufigkeit des negativen
Andockverhaltens des Virus an der Zellmembran erkléren zu kdnnen. Bei der zweiten Station
der VirusWanderung, namlich der Wanderung innerhalb des Cytoplasmas, sollte die Frage
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213 Das Ratenmodell: mathematische Behandlung wvon Zwei- und
Dreiniveausystem

Mit Hilfe einer kinetischen Betrachtung der Modelle Zwei- und Dreiniveausystem kann man
wichtige Grof3en ableiten, die zur Definition der sog. Fluoreszenzzéhlrate Re nétig sind. Diese
ist die zentrale Mef3groRRe der Einzelmol ekl detektion.

Geht man von einem Zweiniveausystem aus, lassen sich die zeitlichen Anderungen der
Besetzungswahrscheinlichkeiten n fir Grund- (i=1) und angeregten Zustand (i=2) gemaR
Gleichung (2-1) formulieren. Es soll eine Lésung von n, hergeleitet werden. Dabei ist p die
Rate der Anregung, k» die Gesamt-Rate des Ubergangs vom angeregten Zustand in den
Grundzustand - ganz gleich, ob strahlend oder nicht strahlend. x ist entweder 1 bei Systemen,
in denen die stimulierte Emission eine Rolle spielt, oder 0 bei solchen, in denen hauptséchlich
nur spontane Emission auftritt.

N -pn + (xprky)n,

pn, - (xptky)n, (2-1)

n2

Dieses Gleichungssystem ist im algemeinen Fall eines inhomogenen Gleichungssystems nicht
|6sbar, da linear abhéngige V ektoren, namlich die Koeffizienten von n; und n,, auftreten.

Als homogenes Gleichungssystem, in dem beide Ableitungen Null sind, besitzt (2-1) einfach
unendliche L 8sungsmannigfaltigkeit.

Setzt man as Randbedingung die Normierung (2-2) ein, reduziert sich das Problem auf ein
Differentialgleichungssystem erster Ordnung (2-3).

1 = n + n, undO =n, + n (2_2)

5e10n _e p0+8e(X+1)p+k21 o)
n; = x : .
gl o Py & (X+Dp-kyg o n =0(StationdrerFall) (2-3)

Dain beiden Zeilen die gleiche Gleichung auftritt, genligt es, das eindimensionale Problem zu
|6sen (2-4).

o= p - (@+0p+kyn, gg. M = -an, + b (2-4)

n, 18 sich algemein als zeitabhéngige Variable ermitteln (2-5). Der erste Summand dieser
Ldsung ist zeitunabhangig und stellt gleichzeitig die stationdre Losung (2-6) von (2-4) dar. Fir
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2. Grundlagen der Einzelmolekildetektion

Wenn in dieser Arbeit von , Einzelmolekilspektroskopie, oder , Einzelmolekulmikroskopie,
die Rede ist, wird dabei stets impliziert, da3 als charakteristische Gréf3e das Fluoreszenzicht,
das von einem einzednen Molekil abgestrahlt wird, entweder spektroskopisch oder
mikroskopisch detektiert wird. Damit begrenzt sich die mogliche Anzahl der mit diesen
Methoden untersuchbaren Substanzen prinzipiell auf solche, die entweder selbst fluoreszieren
oder fluoreszierende funktionelle Gruppen oder Untereinheiten besitzen. Es lassen sich also nur
Fluoreszenzfarbstoffe oder mit solchen verknipfte bzw. gelabelte Molekile nachweisen.

2.1 Optische Ubergénge

Quantenmechanische Untersuchungen der Wechselwirkung zwischen sichtbarem Licht und
Materie, aso Lichtwelle und Molekil, fihren dazu, da3 Lichtabsorption und -emission als
Ubergange zwischen diskreten Energieniveaus anzusehen sind.

Allgemein konnen optische Ubergéange eines Systems durch ein sog. Jablonski-Termschema
dargestellt werden. Einige mathematischen Uberlegungen an den in 2.1.2 eingefilhrten
Modellen Zwei- und Dreiniveausystem fihren in 213 hin zu den fur die
Einzelmolekilspektroskopie zentralen photophysikalischen Eigenschaften eines Fluorophors:
zum Sattigungsverhalten (2.1.4) und zum Photobleaching (2.1.5). Ferner wird kurz auf die
Grundlagen der Fluoreszenzkorrel ationsspektroskopie eingegangen (2.1.6).

2.1.1 Jablonski-Termschema

Die optischen Ubergénge, die in einem Farbstoffmolekiil auftreten, kénnen in einem sog.
Jablonski-Termschema (Abbildung 2.1) dargestellt werden. Die einzeln Energieniveaus bzw.
Terme setzen sich dabel aus einem elektronischen, einem vibronischen und einem rotatorischen
Anteil zusammen. Die Auswahlregeln in einem System, das geméal? der Born-Oppenheimer-
Néaherung jedem elektronischen Niveau ein eigenes Schwingungspotential zuordnet, kdnnen
nach dem Franck-Condon-Prinzip ermittelt werden. Genau kann dies der Literatur entnommen
werden [39, 40, 41].
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Der elektronische Grundzustand ist ein Singulett-Zustand und wird mit S bezeichnet, der
angeregte Singulett-Zustand as S;. Das Zweiniveausystem umfaldt nur diese beiden Singuletts,
im Dreiniveausystem kommt noch der Triplett-Zustand T: hinzu. Weitere Energieniveaus
werden nicht betrachtet.

21

Abbildung 2.1 Jablonski-Term-Schema eines el ektronischen (optischen) Dreiniveausystems
Neben den elektronischen Niveaus sind Schwingungszustande eingezeichnet. Die
Rotationszustéande sind in der Darstellung weggel assen.

Erfolgt die Anregung von S, nach S; mit einer durchstimmbaren Lichtquelle, erhdlt man ein
Absorptionsspektrum, das im Prinzip die Superposition aler Ubergange von S in jedes der
verschiedenen vibronischen oder rotatorischen Subniveaus von S, darstellt, gewichtet durch die
Wahrscheinlichkeit des jeweiligen Uberganges nach dem Franck-Condon-Prinzip. Der
niederenergetischste Ubergang erfolgt in den vibronisch und rotatorisch niederenergetischsten
Zustand von S;. Er kann, im Vakuum gemessen, als charakteristische GréRe (0,0-Ubergang)
betrachtet werden. In Lésung kann es je nach Solvens zu unterschiedlichen Verschiebungen
relativ zur Vakuumibergangsfrequenz kommen. Zusétzlich zu diesem sog. solvent shift kommt
es zur inhomogenen Verbreiterung der Absorptiondinie. Ahnliches gilt fir die Verbreiterung
der Emissiondinie [42, 43].
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Schwingungsangeregte Zusténde des S;-Zustandes zerfallen innerhalb von Picosekunden.
Nach dieser Schwingungsrelaxation kann das angeregte System, ausgehend vom
Schwingungsgrundzustand in S;, entweder strahlend unter Abgabe von Fluoreszenzlicht oder
nicht-strahlend durch internal conversion in den S-Grundzustand zurickkehren. Im
Dreiniveausystem wird zudem der eigentlich verbotene Ubergang in den Triplett-Zustand T,
(intersystem crossing) beriicksichtigt. Von hier wird in der Regel strahlungslos wieder der
Grundzustand erreicht. Die bel der Fluoreszenz abgestrahlte Energie ist wegen den
strahlungslosen Energieverlusten in S, kleiner als die bel der Absorption aufgenommene. Auch
hier sind Uberginge in ale Schwingungsniveaus von & maglich. Analog zum
Absorptionsspektrum erhélt man geméR den jeweiligen Ubergangswahrscheinlichkeiten nach
dem Franck-Condon-Prinzip ein Fluoreszenzspektrum.

In vielen Lésungsmitteln oder Matritzen ist der (0,0-Ubergang) der Fluoreszenz gegeniiber
dem der Absorption langwellig verschoben (Stokes Shift). Dieser Effekt kann nur mit Hilfe
einer dynamischen Anderung der Potentialtopf-Niveaus von S; und S entlang einer
geometrischen Molekilkoordinate erklart werden, nicht mit dem einfachen Jablonski-
Termschema.

2.1.2 Einfuhrung von Zwei- und Dreiniveausystem

Reduziert man ein Jablonski-Termschema nur auf die elektronischen Zustdnde, kommt man
zum je nach Zahl der betrachteten Niveaus sog. Zwei- bzw. zum Dreiniveausystem. Man
benennt die hier auftretenden Energieniveaus mit ny, n, und ns. Die Relaxations-Uberginge
zwischen diesen Niveaus werden mit kzi, ko3, und ks; bezeichnet, die Pumprate der Anregung
von n, nach n, (und zurtick) mit p. Abbildung 2.2 zeigt ein Dreiniveausystem schematisch.

M Kas
P “a Kay
ng

Abbildung 2.2 Dreiniveausystem als Vereinfachung eines Jablonski-Termschemas
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S = In(10)e
Na (2-20)
| = 9E _ phc
Adt |'s (2-21)

Als dritte und vierte GréRe werden in (2-22) die sog. Séttigungsintensitét Is und die
Séttigungsrate ps eingef Uhrt.

P. = (1, = 5N, =¥)

= 1(n, =2yt =¥))
2 (2-22)

Die Zahl der emittierten Photonen pro Sekunde Rrin eéinem Zweiniveau kann nun aus (2-19)
bestimmt werden. R ist das Produkt aus  Fluoreszenzquantenausbeute,
Besetzungswahrscheinlichkeit des angeregten Niveaus und S;- So-Ubergangsrate (2-23):

Re =Fkun,(t) =Ft 1n2 ® (2-23)

Im stationdren Fall (t=¥) gilt dann explizit Gleichung (2-24). Der Graph einer solchen
Funktion (x/(x+k)) wird als Sattigungskurve (Abbildung 2.3) bezeichnet.

nf=— P yert-_ kaP (2-24)
p(x+1) +ky p(x+1) +ky
Ihr Verlauf 183t sich durch folgende Fallunterscheidung charakterisieren (2-25).
a)p>k,(p® ¥): R =Fk L
p 2P : 251
b)p<<ks,: R =Fly >-=Fp
21 (2-25)

Im Fall &), aso fir grolRe Anregungsraten, néhert sich der Funktionswert einer waagrechten
Asymptote an. Im Fall b), bei kleinen Anregungsraten, ist der Kurvenverlauf linear. Aus
Gleichung (2-24) kann mit Hilfe von (2-21) die Gleichung (2-26) erhalten werden, die den
funktionellen Zusammenhang von Fluoreszenzzéhlrate Rr und Anregungsintensitét |
beschreiben.
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unendlich grof3e Zeiten t geht die Exponentialfunktion im zweiten Summanden gegen O, so

dal3 dieser wegféllt. Die Ableitung von n, wird dann 0.

n(0 =2+ 2+n e
a a

- p p 0y @ (D) prian)t
n,(t) = +(- +n,)e
TPtk )Ptk (2-5)
n'=_ P 2-6
2 (1+xp+ Ko @0

Ein etwas komplexer wirkendes mathematisches Problem stellt die Lésung des analogen
Gleichungssystems im Dreiniveausystem dar. Das dritte Niveau (i=3) wird nur vom zweiten
Niveau aus (ohne Anregung) bevdlkert und zum ersten hin entvolkert. Die entsprechenden
Raten ka3 und k3; mussen zusétzlich zu ng (und einer dritten Gleichung) eingefuhrt werden (2-
7).

g?hg ? p9 ée Xp+Ky, 9 ks 9
gr_h;:(} Py +e- (Xp+ky +kyg), +¢ O M
gnSi’a €05 & Kas 5 & kap

Lol

(27)

Auch dieses Gleichungssystem ist im allgemeinen, inhomogenen Fall nicht [ésbar, da auch hier
linear abhéngige Vektoren auftreten: Zwei Zeilen lassen sich immer as Linearkombination der
dritten darstellen.

Als homogenes Gleichungssystem  besitzt (2-7) wieder einfach  unendliche
L ésungsmannigfaltigkeit.

Die Randbedingung der Normierung zeigt (2-8). Setzt man siein (2-7) ein, erhét man (2-9).

n3 =1- n1 - n2 bzw. ha =- hl' hz (2'8)

ée N 2 ? p- k319 & Xp+Ky - Ky 0 aeky, 0
g n2 ::Q Py tg (XpHKy tky)n, +¢ 0+
g' N2- nliﬂ 8 kKa & 8 Kys + Ky o 8' Ky g

(29)
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Das so entstandene Gleichungsystem (2-9) ist im homogenen Fall wieder exakt l6sbar. Im
inhomogenen Fall geht man zweckmafig wie folgt vor: Das dreidimensionale Problem wird auf
ein zweidimensionales zuriickgefuhrt (2-10).

gﬁz.:g‘:a?(xp"'ku"'kzs)(‘j & p 311"'

200
gnl; Xp+Ky - Ky g g' P- Ky g gkmb

(2-10)

Dieses kann mit Hilfe der Eliminationsmethode [49] und der Lésung einer
Differentialgleichung zweiter Ordnung noch exakt und ohne Transformation geldst werden.
Die dlgemeine L&sung eines solchen Gleichungssystems (2-11) zeigt (2-12).

@}aa%f’%w?% (2-11)
Syy €9g &g &by

1 1
- Z(a+d+y/(a+d)?- 4ad +4bg)t La+d-/@@+d)? dad+abg)t
b,b - bd teoe? y o6l

Z(t) = ad-bg ' © (2-12)
Damit erhd@t man n, as ny(t), wie in (2-13) dargestellt.
0 p toe %(7 (x+kar +ka+ Drka) 4 X0+ ko +kag + D+kap) - A0x+ka+koa) (kan) +4(x0+as - kan) D)t
net) = ce
k
DX +1+~22) + Kot + ko
ka1
%(— (xD+ko1 +Kog+ D+kgy)- \/(xn+k21+k23+ D+kar)? - Ax0+ko +kog)(D+kay) + 4 x0+kor - kar) D)t
+Ce
(2-13)

Auch hier ist der erste Summand der Lésung gleichzeitig stationdre Losung. Die Lésung der
Wurzelterme ist moglich. Im weiteren soll hier nur der Grenzfall x=1 betrachtet werden.
Gleichung (2-15) entsteht durch Einfihrung der Naherungen (2-14) aus (2-13).

JX X »X X

A% : Koy >> Ky, Ko (2-14)
K
- (kg P2t
n,(t) = K P +ce PPt 4 e P2p+i,
p(x+1+k—23) +hy t Ko

2 (2-15)
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Zur Bestimmung der Koeffizienten ¢ in dieser Gleichung gilt es, das Anfangswertproblem des
Gleichungssystems zu l6sen. Es ist zweckmalig, da3 zum Zeitpunkt t = O nur der
Grundzustand als besetzt angenommen wird (2-16).

n,(0)=0. n(0)=1. ny(0) =0 (2-16)

Mit der Einflhrung der Abkirzungen s und t geméR (2-17), kann as endgliltige L6sung (2-18)
dargestellt werden. :

k
t=-(ky- Po—2)
s=-(2p+ky) T 2prky, (2-17)
Kz
n,(t) = . p + p(s+Kay) - 2priy - p(t+kyy) ~Carpapat
p(x+1+k—23)+k21+k23 Ss- 1) ts-1
31 (2-18)

In den folgenden Abschnitten wird der Sinn der Einfihrung der GrofRe ny(t) bzw. der
Herleitung der L ésungsgleichung fiir n, fir Zwei- und Dreiniveausystem gezeigt.

2.1.4 Séattgungsverhalten: Losung der Ratengleichungen

In der experimentellen Praxis wird als Mef3grofie die Zahl der in einem bestimmten Zeitintervall
detektierten Fluoreszenzphotonen eines Systems (z.B. eines Fluoreszenzfarbstoffes) benttigt.
Die Fluoreszenzzahlrate Rr ist die Anzahl der Photonen, die pro Sekunde durch den
strahlenden in Si- S;-Ubergang emittiert wird. Im vorherigen Abschnitt war k,; als Rate aller
beliebigen Si- Sy-Ubergénge eingefilhrt worden. Um kx und Re nun in Relation zueinander
bringen zu koénnen, mul? noch eine weitere Grole definiert werden: die sog.
Fluoreszenzquantenausbeute F (2-19).

_ n(emittierteQuanten) _ R: (t)
n(absorbierteQuanten) N, (t)(Q k)

(2-19)

Eine weitere experimentelle Mel3grolle ist die Intensitédt |. Sie ist in (2-21) als Energie-
anderung dE pro Zeiteinheit dt und Flache A definiert. | kann auch mit der in (2-20) as
Funktion des molaren dekadischen Absor ptionskoeffizienten e und der Avogadro-Zahl Na
eingefuhrten GréRRe des Wirkungsguerschnitts s formuliert werden.
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R =F (Kyy + Kyg)N,y (1) = F (5 "+t 55 )N, (1) (2-28)
n, = ” p YO R = F('T(zl"'kzs)p
P+ X+ =2) + (Ky +Ky) P+ X+ 2) + (Kyy +Kys)
Ka kg (2-29)
1
A)P>>ky(P® ¥): Re =F(ky +Kpg)———7—
x+1+-2
31
byp <<k, R =F (ky + o)
k21
(2-30)
R - F (Kou + kas)
@1+ X+®) +M
Kat I's (2-31)
1 - ps #® p, = TR | = he  (ky *Ky)
2xH1HB)  plxr1iB) i, +, P B RS L)
k31 k31 1 1 (2-32)

Abbildung 2.6 zeigt die Anderung der Séttigungskurve durch den Ubergang vom Zwei- zum
Dreiniveausystem. Fluoreszenzfarbstoffe mit kleinem Quotienten kzs/ks; kdnnen gut mit dem
Zweiniveausystem beschrieben werden. Solche mit groflen Quotienten zeigen hingegen
geringeer Fluoreszenzzéhiraten und missen mit dem Dreiniveausystem beschrieben werden.
Das Triplett-Niveau n; wird in diesen Féllen stérker bevolkert als entvdlkert, stellt also einen
»Flaschenhas* dar. Damit sinkt die Zahl der Photozyklen im Vergleich zu Farbstoffen, die mit
dem Zweiniveausystem beschrieben werden kdnnen.

Eine Zusammenfassung zur Kurvendiskussion des  Séttigungsverhaltens eines
Fluoreszenzfarbstoffes zeigt Tabelle 2.1.
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R, = Fk,l

UL L (2-26)
1(x+1) +%
S

Die Séttigungsintensitét, also die Intensitét, die zur halben maximalen Photonenzahlrate Re
fihrt, kann explizit bestimmt werden (2-27).

= 1 1 = Ps —4® p, = k21 | = thZl
20+x%) g 20+X)  p(x+D)+k, To(x+)  ° s (x+))

(2-27)

n,

In einer in den folgenden Abbildungen dargestellten Kurvendiskussion, die von den
Gleichungen (2-24) und (2-27) ausgeht, soll nun die Abhéngigkeit der Mef3grofzen
Fluoreszenzzahlrate bzw. Séttigungsintensitét von den drei wichtigen Molekileigenschaften
F, s und k2, untersucht werden.

Abbildung 2.3 beschreibt zuerst den Einflul? der Fluoreszenzquantenausbeute eines Molekiils
auf Rebzw. |sim Zweiniveausystem. Dieser ist einfach zu verstehen: Je mehr Photonen ein

A 1o B
8,
T o
o
—_— Flau]
)
S, C.
E
8,
_!/l K

Flau]

I [a.u.]

Abbildung 2.3 Einfluf3 der Quantenausbeute auf R= und auf |

A: Der qualitative Kurvenverlauf (alle Gréfzen in a.u.) fir Re(l) ist fir drei verschiedene
Quantenausbeuten (F=1, F=0,5 und F=0,1) dargestellt. Sowohl die Seigung der Kurve fiir
kleine Intensitdten | wie auch der Maximalwert von Re (fur grofe I) wachst mit
wachsendem F . Die Sattigungsintensitat |sist hingegen fur alle drei Kurven identisch.

B,C: Die Graphen verdeutlichen den funktionellen Zusammenhang zwischen F und Re (B:
direkte Proportionalitét beider Grofen) bzw. zwischen F und I (C: |5 ist unabhéngig von
F)
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System pro bestimmte Anzahl Absorptionsquanten abstrahlt, um so hoher ist die
Fluoreszenzrate im System. Die Fluoreszenzquantenausbeute F verdndert im wesentlichen die
Kurvenamplitude, verschiebt aber die Graphen nicht in x-Richtung.

Der EinfluR der Lebensdauer t,; des angeregten Zustandes bzw. der summativen
Ubergangsrate ky; (in Abbildung 2.4 dargestellt) ist etwas komplexer. Bei kleinen
Anregungsleistungen hat sie auf die Fluoreszenzzahlrate Rr keinen Einflu3 (Fallunterscheidung
b). Hin zu groferen Leistungen steigt Re mit ansteigender Anregungseistung an. Die
Séttigungsintensitét Isist direkt proportional zu Ka;.

R [‘au.]‘

—_ Pa— P

S, ko]

S, k, =2k’ c 0 >
) 72K

o

IS‘[a_L‘J.]

kofa.u]

Abbildung 2.4 Einflu3 der Lebensdauer des angeregten Zustandes

A: Den qualitative Kurvenverlauf (alle Grofen in a.u.) von Re(l) fir drei verschiedene
Ubergangsraten ka1 (kz1 = 5 koi®, k=2 ki’ und ka1 = 1 k21®) zeigt die Hauptgraphik. Man
erkennt, dafd im Bereich kleiner Leistungen (hier | << 1) die drei Kurven nahezu identisch
verlaufen. Erst fur grofRere Anregungsleistungen steigt Re fur groRere ko1 -Werte steiler an.
Die Asymptoten aller drei Kurven verhalten sich wie 5:2:1, gemafd der entsprechenden
Ubergangsraten.

B: Man erkennt , das Sattigungsverhalten“ im Re-kz-Diagramm. Es wird am besten von
rechts nach links betrachtet: Fir grof3e ko1 (relativ zu p betrachtet) konvergiert Re gegen
einen bestimmten Wert (Fallunterscheidung b)). Dies ist genau dann der Fall, wenn p
(dargestellt in der Hauptgraphik durch 1) gegenlber kz1 klein wird (alle Kurven fallen
zusammen). Wird ka1 hingegen klein im Vergleich zu p, steigt Rr mit ko1 an (Bereich grof3er
Leistungen in A).

C: Die Sittigungsintensitat wachst linear mit ko1 an. Dies wird nochmals im kleinen Graph
rechts unten verdeutlicht.

Die dritte wichtige Stoffeigenschaft s wird in Abbildung 2.5 dargestellt. s ist die Grolie, die
beschreibt, wie effizient ein Farbstoff Anregungsintensitdt einfangen kann. Sie hat keinen
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Einflul auf die Zahl der vom Farbstoff maximal emittierbaren Fluoreszenzzéhirate. Allerdings
kann bereits mit geringer Anregungsleistung bei hohen Wirkungsgquerschnitten eine hohe
Fluoreszenzrate erzielt werden.

A
.; o6
8,
T
o
Zs [a.u.]r‘
Cc
.; X
S,
o —
=
S,
S| S| l I L

0,0 10 15 25 30

I [é.u.]

“s [a.u.;ﬁ

Abbildung 2.5 EinfluR® der Wirkungsguerschnittss auf R und |s

A: Dargestellt ist der Kurvenverlauf (alle Grofien in a.u.) von Re(l) fUr drei verschiedene
Wirkungsquerschnitte s (s =10s % s = 3s % s = 1s % in der Hauptgraphik. Fiir kleine
Wirkungsquerschnitte steigt Re  steiler bis  zum Maximalwert an als fur grofle
(Fallunterscheidung a)). Damit wandert die Sittigungsintensitat Is mit steigendem s zu
grofRen Werten. Allerdings néhern sich alle drei Kurven unabhéngig von s der gleichen
Asymptote, sprich dem gleichen Maximalwert fir R=an (Fallunterscheidung b)).

B: Der Re-s-Kurvenverlauf zeigt wieder typisches Séttigungsver halten.

C: Die Graphik verdeutlicht nochmals die indirekte Proportionalitét zwischen s und Is.

Alle drei molekulare Eigenschaften f, ko; und s kénnen auch im Dreiniveausystem behandelt
werden. Eine analoge Kurvendiskussion fuhrt zu gleichwertigen Ergebnissen. Der wesentliche
Unterschied zum Zweiniveausystem besteht in den zusétzlich auftretenden Raten kzs und Ks;.
Der Einfluf? des Quotienten dieser beiden Grof3en , die beide wiederum Molekuleigenschaften
sind, auf Re(l) ist der entscheidende Unterschied, der die aufwendige mathematische
Behandlung des vorigen Abschnitts und die Einfiihrung des Dreiniveausystems notig macht.
Zundchst sind noch die Gleichungen (2-28) bis (2-32), die den Gleichungen des
Zweiniveausystems (2-23) bis (2-27) entsprechen, dargestellt.
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zufédllig Wertepaare von Intensitéten auftreten, resultiert dies in einer Amplitudenénderung der
Korrelationsfunktion bel diesen Zeitintervallen t. Man kann nun zeigen, dal3 die Art einer
Lichtquelle durch die ihr zugeordnete charakteristische Korrelationsfunktionen identifiziert
werden kann [45] (Abbildung 2.7). Klassisch-chaotisches Licht ist Uber ale Zeitintervale t
unkorreliert (g@(t) = 1). Koharentes Licht zeigt Korrelationsverhalten fiir kleine t (g@(t) > 1,
g(t) streng monoton fallend). Nicht-klassisches Licht, abgestrahlt von einem Einzelmolekdil
(Modell: Zweiniveausystem), zeigt dagegen eine Korrelationsfunktion, die fir t = 0 den
Funktionswert g®( t) = 0 aufweist und fiir t® ¥ gegen g® = 1 ansteigt (Naheresin [45]).

A
2.
o e
. >
t

Abbildung 2.7 Autokorrelationsfunktion g®(t) fiir verschiedene Lichtquellen [45]

Kohérentes Licht (durchgezogene Linie), klassisch-chaotisches Licht (grob-gestrichelte
Linie) und nicht-klassisches Licht, abgestrahlt von einem Zweiniveausystem (gestrichelte
Linie)

Da aus der Korrelationsfunktion und der Fluoreszenzintensitét verschiedene Zeiten gewonnen
werden konnen, die photophysikalische Eigenschaften von Einzelmolekiilen charakterisieren,
stellt die Korrelationsspektroskopie eine etablierte Methode zur Untersuchung von einzelnen
Fluoreszenzfarbstoffmolekillen dar (N&heres hierzu in [32, 33]).

Die Korrelationsfunktion zum Dreiniveausystem kann als Quotient von n, (t) und n, (¥)
geschrieben werden [46]. Aus Gleichung (2-31) wird dann mit Einfuhrung der Abkurzung (2-
38) die Beziehung (2-39).

k%2 = P Kys
2Pty (2-38)

g?(t)= n(t) _ 1- k¥ 25 + Ky & @2t +&e'(km+ke"za)t
n, (¥ ) k31 k31 (2-39)
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Abbildung 2.6 Einflufd des Quotienten kpa/ks; auf R= und auf |

A: Der qualitative Kurvenverlauf (alle GroRen in a.u.) Re(l) ist fir zwei verschiedene
Quotienten koa/ ka; (koa/ kg ® O (Zweiniveausystem; rot), kpa/ ks;=1) dargestellt. Man
erkennt, da im Bereich kleiner Leistungen (hier | < 1) die beiden Kurven sehr &hnlich
verlaufen. Erst fir groRere Anregungsleistungen sinkt Re flr grofRere koa/ ks; -Werte. Die
Asymptoten beider Kurven verhalten sich wie 1/ (1+ Kas/ Kay).

B,C: R:= féllt in nicht einfach darstellbarer Weise in Abhéngigkeit von kya/ k3; und dem Pa-
rameter k1 ab (B; vergleiche Gleichung 2-31), die Sattigungsintensitat mit 1/(1+kas/ ka1)

©.

® Mef3grolen Re (1) Rr(max) Refur kleine| Is
~ Stoffeigenschaft
f Re (1) wéchst| Re(max) wéchst|Re (fir kleine | ) |Isist unabhéngig
linear mit f linear mit f wéchst linear mit | von f
f
Koy Re (1) wéchst| Re(max) wéchst|Re (fir kleine | ) [Is wéchst linear
sdttigend mit ko1 | linear mit kyy ist  unabhéngig | mit kx;
von k21
S Re (1) wéchst| Re(max) ist un-|Re (fir kleine | ) [Is sinkt indirekt
sittigend mits | abhéngigvons | wéchst linear mit | proportional  mit
S S
Kaa/Ka1 Re (I) sinkt in|Re(max)  sinkt|Re (fir kleine | ) [Is  sinkt  mit
Abhéngigkeit von| mit 1/(1+kps/ks)) |ist  unabhangig| 1/(1+kaslks1)
Koa/kz; und des von Kaa/kay
zusétzlichen
Parameters Kz,

Tabelle 2.1 Zusammenfassende Ubersicht zur Kurvendiskussion
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2.1.5 Photobleichen - Einflihrung eines vierten Niveaus

Das einfachste Modell, um Photobleichprozesse erkléren zu kénnen, wird in diesem Abschnitt
eingefuhrt. Unter bestimmten Voraussetzungen missen komplexere theoretische Modelle
eingesetzt werden, um die vollstandige Problematik, die bel solchen Prozessen auftritt, erklaren
zu kdnnen. An dieser Stelle soll nur auf die entsprechende Literatur verwiesen werden [44].
Abbildung 2.6 zeigt die Einfuhrung des ,, Bleaching-Niveaus* B. In Gleichung (2-33) wird die
Quantenausbeute des Bleachings Fy, definiert, deren Bedeutung im weiteren Verlauf dieses
Abschnitts umrissen werden soll.

Das in Abbildung 2.6 dargestellte Vierniveausystem enthélt enige wichtige Annahmen. Zum
einen wird der Bleichzustand B als universeller Zustand fir alle irreversiblen Prozesse
geschrieben, die einen Anregungszyklus innerhab des Dreiniveausystems zum Erliegen
bringen kdnnen. Es spielt dabei keine Rolle, welche Art von Prozef abléuft. Zum anderen wird
davon ausgegangen, dal’ B ausschliefdlich von S; aus bevdlkert wird. Dies geschieht mit der
Rate kg, hinter der sich letztendlich ein Einzelereignis verbirgt.

ks

SO-

Abbildung 2.6 Photobleaching im Vierniveausystem

Ergénzend zum Dreiniveausystemwird ein vierter Energielevel B (fir Bleaching) eingefuhrt.
Es wird mit der Rate kg, ausgehend von Sy, bevolkert. Nach einmaliger Besetzung von B ist
eine weitere Anregung im System nicht mehr moglich, der Photozyklus kommt zum Erliegen.

Ganz analog zur Fluoreszenzquantenausbeute kann die Quantenausbeute des Bleichprozesses
Fy definiert werden (2-33). Sieist, wie (2-34) zeigt, eine von der Anregungsrate p abhéngige
Grofze. Am einfachsten kann sie fir den Grenzfall p ® ¥ bestimmt werden. In dieser
Gleichung ist kg durch den Kehrwert ty, substituiert.
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__ n(Bleichprozesse) _ Kg
® n(absorbierteQuanten) N (t=¥)Q k,
i (2-33)
k
to(x+1+-2
. t s (p) _ tTh(p=¥) Ay
b - - -_—
(o) P (knthog)—r— L PP=¥)
P(X+1+-2) 4k, + Ky X+1+2
Kay Ky (2-34)

Fy, gibt aso an, in welchem Verhdtnis das einmalige Ereignis Photobleichen zur Zahl der
Anregungszyklen steht. Bezogen auf die Zahl der Photozyklen, die fluoreszierend verlaufen,
muid dieser Wert noch durch Division durch die Fluoreszenzquantenausbeute F Kkorrigiert
werden (F,," in 2-35).

E
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F ot (x+1e2)

to(p=¥) (2-35)

An Stelle von Quantenausbeuten Fj, oder F,," ist es auch durchaus tblich, die Zahl der
emittierten Fluoreszenzphotonen eines Farbstoffes bis zum Photobleichen n™ anzugeben (2-36).

o = t o(p=¥)F

Ea(x+14 %)

1 (2-36)

2.1.5 Kurzer Abrif der Fluoreszenzkorrelationsspektroskopie

Die Bildung von Korrelationsfunktionen ist eine statistische Methode zur Analyse von
Fluktuationen einer Mel3groBe. Im spezidlen Fall hier ist diese Grole die
Fluoreszenzintensitét. Die Definition der Korrelationsfunktion der Intensitét zeigt (2-37).

<1l (t+t)>

@iy =
O > (2-37)

In der Korrelationsfunktion werden Intensitédten miteinander verglichen, die relativ zueinander
um ein Zeitintervall t versetzt auftreten. Gibt es Zeitintervalle t, in denen signifikant und nicht
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N, = NG+ NZ N, 6

Die Wurzel des Dunkelstromsignals S, ist Ny mit N> = koDt X2 Neben dem funktional
beschriebenen Zusammenhang ist N, noch abhéngig von der Temperatur des Detektors und
von der Temperaturkonstanz. kg ist die Rate des Dunkelstroms, Dt das Zeitintervall der
Detektion. N héngt vom Verstarkungsfaktor x,,, des Amplifiers (z.B. MCP), von der Auslesezeit
und dem elektronischen Design des gesamten Detektors ab. Eine funktionelle Beziehung ist
jedoch schwer aufzustellen. N, kann zusammengesetzt werden aus den detektierten
Fluoreszenzraten k des Signals S und der Rate k, des optischen Untergrunds U (N,,’= (k,+ k;)D
txverz)'

Das Verhéltnis von Signal zu Untergrund kann in Gleichung (3-2) beschrieben werden [50].

S KsDXe
N koD, + NG+ (ks +ky )D0C, (32)

Die Wurzelabhéngigkeit zwischen den einzelnen SignalgroBen und dem entsprechenden
Rauschen ist auf die stochastische Beschreibung der Problematik zuriickzufuhren. Das Signal
kann als Poisson-verteilt angenommen werden. Das Rauschen ist die Standardabweichung des
Signals. S ist der Signalmittelwert y, N die Standardabweichung s = p2

Nimmt man vereinfachend an, da® Ng? linear mit Dt variiert, so I4Rt sich leicht aus (3-2) ersehen,
daB S/N mit (Dt)2 wachst. Fir kleine Signale und minimale Dunkelstréme kann S/N (ber den
Verstarkungsfaktor des Amplifiers verbessert werden. Es dominiert N;? das Rauschen und N’
steigt in der Regel langsamer als mit x,.”. Bei groRen Signalen ist S/N nahezu unabhéngig vom
Verstarkungsfaktor. Hier dominiert der Beitrag des optischen Rauschens den Nenner.

3.1.2 Spektrale versus raumliche Isolierung

Untersucht man ein Ensemble von gleichartigen Teilchen mit optischen Methoden, beobachtet
man immer die Summe bzw. den Durchschnittswert der Wechselwirkungen aller individueller
Teilchen mit dem eingestrahlten Licht. Dabei verhalten sich die Einzelteilchen durchaus
unterschiedlich, wenn sie sich hinsichtlich optisch relevanter Eigenschaften unterscheiden. Beim
Nachweis von Einzelmolekiilen versucht man solche individuell unterschiedlichen optischen
Parameter auszunutzen. Prinzipiell unterscheidet man dabei die spektrale und die rdumliche
Isolierung von Einzelmolekiilen.

Der spektralen Selektion von Teilchen liegt folgender Sachverhalt zugrunde: GemadR der
Heisenbergschen Unschérferelation besitzt jedes Molekil im angeregten Zustand eine endliche
Lebensdauer und damit eine endliche Linienbreite sowohl bei der Absorption als auch bei der
Emission. Diese homogene  Lebensdauerverbreiterung héngt im  wesentlichen von zwei
unterschiedlichen Relaxationsprozessen ab, der sog. longitudinalen (Relaxation in Folge von Wirt-
Gitter-Wechselwirkung) und der transversalen Relaxation (Phasenrelaxation). Die
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Der Graph der Funktion (2-39) ist in Abbildung 2.9 (durchgezogene Linie) dargestellt. Fur
kurze Zeitintervalle t strebt die Funktion g® gegen Null: Nach Emission eines Photons
befindet sich das Dreiniveausystem im Grundzustand. Es dauert eine endlich grof3e Zeitspanne,
bis ein zweites Photon emittiert werden kann, weil das System vorher erst wieder angeregt
werden mul3. Die Wahrscheinlichkeit, fur t® 0 aso ein zweites emittiertes Photon zu finden,
ist g?=0. Man nennt dieses Phanomen, das auch as Einzelmolekiilnachweis verwendet
werden kann, Antibunching (Erkl&rung in Abbildung 2.8). Die endlich grof3e Zeitspanne, die
zwischen der Emission zweier Photonen auftritt, liegt im Bereich der Lebensdauer des ersten
angeregten Zustandes. Bei  Fluoreszenzfarbstoffen snd dies (Ublicherweise enige
Nanosekunden. Nach einem streng monotonen, exponentiellen Anstieg (zweiter Summand in
Gleichung (2-39)), fallt die Funktion g bei einer charakteristischen Zeitspanne t exponentiell
ab (dritter Summand in Gleichung (2-39)): Die Photonen treten in sogenannten Bunches
(Biindeln) auf, die von Dunkelphasen unterbrochen sind, in denen sich das Quantensystem im
dritten Niveau befindet. Man nennt den hieraus resultierenden Abfall der Korrelationsfunktion
daher Bunching. Nach dem streng monotonen Abfall strebt die Funktion g®@ fur groBe
Zeitintervalle t gegen g(2)=1. Im Falle nicht-koh&renter Anregung tritt noch zusétzlich die sog.
Rabi-Oszillation auf (unterbrochene Linie in Abbildung 2.9), die mit dem hier verwendeten
Ratenmodell zur Herleitung von na(t) nicht theoretisch erfaldt werden kann.

B 1 Tt
—b
t (ny)

[Er—

Ty
B T T
—
/ \ t (my)

(o)

t (ng)

Ts

Abbildung 2.8 Erlauterung zum Bunching und Antibunching nach [45]

Die von einem Dreiniveasusystem abgestrahlten Photonen-Bursts treten in Bindeln
(bunches), unterbrochen durch die Veweildauer im Triplettzustand Tr, auf (a). Mit
zunehmender Intensitat steigt die Burst-Dichte innerhalb dieser bunches an (b). Die
einzelnen Photonen kdnnen nicht schneller aufeinanderfolgend abgestrahlt werden, als
durch die Dauer eines Anregungszykluses vorgegeben ist (Ts als minimale Zeitdauer, die
2wischen der Emission zweier aufeinanderfolgenden Photonen vergeht) .
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Abbildung 2.9 Korrelationsfunktion des Fluoreszenzlichts eines Dreiniveausystems (qualita-
tive Darstellung)

Die klassische Betrachtung liefert Bunching und Antibunching (durchgezogene Linie). Mit
koharenter Anregung (Laser) treten zusitzlich Rabi-Oszllationen auf (gepunktete Linie).

In der Einzelmolekiilspektroskopie konnen mit Hilfe der Aufnahme von Autokorrelationen die
fir jedes Fluoreszenzmolekil bei  bestimmter Umgebung und Temperatur typischen Raten ka3
(,ins Triplett hinein) und ks (,aus dem Triplett heraus") erhalten werden [46].
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3. Moglichkeiten der Einzelmolekildetektion

Um das Fluoreszenzsignal von Einzelmolekiilen detektieren zu kénnen, muf} das Verhaltnis von
Signal zu Untergrund groB genug werden.

Untergrund generierend wirken im Prinzip alle artfremden Molekile der Umgebung eines
Fluorophores. Dabei konnen in Folge der Laseranregung Rayleigh- oder Ramanstreuung
entstehen. Fremdmolekile kdnnen zudem Fluoreszenzstorsignale erzeugen. Rayleighstreung
kann durch den Einsatz von geeigneten Bandsperr- oder LangpaRfiltern unterdriickt werden.
Ramanstreung spielt auf Grund des geringen Absorptionsquerschnitt (s=10% m? nur bei sehr
hohen Laserleistungen eine Rolle. Fremdfluoreszenz kann durch den Einsatz hochreiner Proben
und Probentrdger, sowie der Auswahl einer mdglichst langwelliger Anregungs-laserlinie
unterdriickt werden. Im Blauen fluoreszieren sehr viele Substanzen, im Roten nur wenige.
Generell arbeitet man bei der Fluoreszenz-Einzelmolekil-Detektion bei kleinen Probenvolumina
und mit optisch mdglichst reinen Trégermaterialien. Zudem ist es ratsam, Fluorophore mit
hohem Absorptionsquerschnitt (s > 107m2) zu verwenden. Man kann dann mit geringeren
Laserleistungen arbeiten, wodurch weniger Untergrund erzeugende Strahlung entsteht.

3.1 Techniken der Einzelmolekildetektion

Dieser  Abschnitt umfalt spektroskopische und mikroskopische  Techniken  der
Einzelmolekiildetektion. Im Einzelnen wird eine quantitative Beschreibung von Signal-zu-
Rauschen in 3.1 durchgefiihrt. Darauf folgt die Darstellung der beiden prinzipiellen
Mdglichkeiten der Einzelmolekildetektion, ndmlich die der spektralen und die der rdumlichen
Selektion von Fluorophoren (3.2). Die mit rdumlicher Separation arbeitenden Verfahren werden
in den Kapiteln 3.3 (konfokale Mikroskopie), 3.4 (Imaging mit Weitfeldanregung) und 3.5
(Ubersicht tber verschiedene Techniken) néher beleuchtet.

3.1.1 Das Problem von Signal-zu-Rauschen

Statt des absoluten Untergrundwerts in counts pro Zeiteinheit ist es Ublich, die stochastische
GroRe Rauschen in counts pro Zeiteinheit einzufiihren. Zum optisch erzeugten Rauschen N,
kommen noch das elektronische Ausleserauschen N des verwendeten Detektors (z.B. einer
CCD-Kamera mit Amplifier) und evtl. das durch den Dunkelstrom k, bedingte Rauschen N,
dieses Detektors. Das Gesamtrauschen N kann wie folgt berechnet werden:
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Fur ein Objektiv mit der numerischen Apertur n sin a gilt ein laterales Aufldsungsvermdgen
nach dem Rayleigh-Kriterium Dxg, wie in Gleichung (3-4) formuliert.

_ 061
nsna (39

R

Das dreidimensionae Airy-Muster ist eine Intensitétsverteilung. Der zentrale Peak kann durch

ein Gaul3-Profil angendhert werden. Die sog. Punktlbertragungsfunktion (point spread
function, PSF) ist die Wahrscheinlichkeitsverteilung, die rédumlich genau der Intensitdts-
verteilung dieser Gauf¥funktion entspricht.

A

Abbildung 3.4 Darstellung des Airy-Musters

Beide Bilder sind in der Zwischenbildebene aufgenommen, in der sich das Detektionspinhole
befindet: Anregung bei 450 nm (fokussiert - N.A.=0,85) ohne (A) und mit Pinhole (B)[56]

Mit Hilfe der Punkttbertragungsfunktion (Abbildung 3.5) kann nun verstanden werden, dal3
die Auflésung des konfokalen Mikroskops gegentiber gewdhnlichen Mikroskopen verbessert
ist. Die Faltung der Punktiibertragungsfunktionen von Anregungslicht und Fluoreszenzlicht ist
eine Punktibertragungsfunktion von geringerer Ausdehnung in alle Raumrichtungen. Das
laterale Auflésungsvermdgen eines konfokalen Mikroskops ist die laterale Halbwertsbreite
dieser PSF Dxyw in (3-5) [58].

0,51

D¥an = nsina (3-5)

Das axide Auflosungsvermdgen Dz« bzw. die axiale Halbwertsbreite der PSF wird in
Gleichung (3-6) wiedergegeben.
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Phasenrelaxation). Die Linienform entspricht einer Lorentz-Kurve, deren Halbwertsbreite Dn
rom VON der Lebensdauer des jeweiligen Relaxationsprozesses abhangt. T, ist die longitudinale,
T, dietransversale Relaxationszeit.

_ 1 1
hom_7T+ T*
2T, pT, (3-3)

In nicht-idealen Gittern oder in amorphen Systemen kommt es daneben im Ensemble zur
inhomogenen Linienverbreiterungen, weil jeder einzelne Chromophor eine etwas andere
Umgebung spirt. Die inhomogene Linienform ist gaulformig. Bei tiefen Temperaturen ist die
homogene Linienbreite deutlich kleiner als die inhomogene. Weitere Faktoren wie etwa das
Auftreten von Phononenseitenbanden, auf welches hier nicht ndher eingegangen werden soll,
machen das Arbeiten in der Nahe des absoluten Temperaturnullpunkts notwendig [46]. Es
gelingt daher mit schmalbandiger Laseranregung, Subensembles von Chromophoren selektiv
anzuregen. Dies kann sowohl durch die Technik des sog. fluorescence line narrowing [51, 52]
as auch durch das spektrale Lochbrennen [53] redisiert werden.

Verringert man die Konzentration innerhalb einer Farbstoffprobe bel tiefen Temperaturen, so
geht die inhomogene Linie in eine Bande mit Feinstruktur Uber, bis schliefdlich die homo-genen
Linien einzelner Molekile Ubrig bleiben. Dies zeigt die Simulation in Abbildung 3.1B Einzelne
Molekile sind innerhalb einer kleinen Menge an Farbstoffteilchen im Laserfokus spektral
adressierbar. Dies kann auch am Bandenrand einer inhomogenen Absorptiondinie der Fall sein
(Abbildung 3.1 A). Erstmals gelang die Detektion einzelner Farbstoffmolekile durch spektrale
Separation 1990 [53].
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Abbildung 3.1 Prinzip der spektralen Separation von Einzelmolekilen [54]

A: Die inhomogene Absorptionslinie ist die Summe vieler homogener Linien einzelner
Chromophore, die durch deren unterschiedliche Umgebung in ihrer Freguenzposition leicht
verschieden sind. Am Bandenrand liegen nur mehr wenige Chromophore. Se sind einzeln
anregbar (homogene Linien).

B: Die Smulation der Abnahme der Zahl von absorbierenden Teilchen zeigt den Ubergang
der inhomogenen Linie zunachst in eine statistische Feinstruktur und schliefflich bis hin zur
Auflésung individueller homogener Absor ptionslinien.
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Bei der réumlichen Separation von Molekilen werden Farbstoffproben soweit verdunnt, daf3
im Mittel nur ein einzelnes Molekil innerhalb des Anregungsvolumens plaziert ist. Mit dieser
Methode kann Uber den ganzen Temperaturbereich gearbeitet werden, da spektrale
Eigenschaften, insbesondere schmale Linien, keine Rolle spielen. Falls es die Fragestellung
erlaubt, werden Einzelmolekilexperimente, die auf rdumliche Separation aufbauen, bel
Raumtemperatur durchgefhrt.

3.1.3 Einzelmolekdildetektion durch konfokale Mikroskopie

Eine sehr wichtige Technik der Einzelmolekildetektion, bei der die Chromophore réumlich
separiert werden, ist die konfokale Mikroskopie [57, 58, 60, 63]. Sie stellt hinsichtlich des
Aufldésungsvermdgens innerhalb des sog. Beugungslimits eine Weiterentwicklung der
herkdmmlichen Mikroskopie dar.

Das Prinzip eines konfokalen Mikroskops zeigt Abbildung 3.2. Das Anregungslicht eines
Lasers wird Uber einen dikroitischen Strahlteiler auf die Apertur eines Objetivs geworfen und
durch dieses auf der Probe beugungdimitiert fokussiert. Das in Reflexion mit dem gleichen
Objektiv detektierte Fluoreszenzlicht einer Farbstoffprobe passiert den Strahiteiler. Dieser
transmittiert bevorzugt langwelliges Licht, reflektiert dagegen kurzwelliges Laserlicht. Das
Fluoreszenzlicht wird mit Hilfe einer Tubudinse auf ein Detektionspinhole abgebildet. Das
durch diese Lochblende vom Streulicht getrennte Signal trifft dann auf die aktive Flache eines
Detektors, im Falle der Einzelmolekilmikroskopie auf eine Avaanche-Photodiode. Das hier
gezeigte konfokale Schema geht von parallelem Anregungdicht und einem auf unendlich
korrigierten Objektiv aus. Die historisch herkdmmliche Variante benutzt eigentlich eine
Punktlichtquelle zur Anregung und setzt ein Anregungspinholes vor dem Beamsplitter ein.

Detektor
Detektionspinhole

Tubuslinse

A
dikroitischer
Strahlteiler )/ @I

Abbildung 3.2 Smplifiziertes konfokales Mikroskop (ohne Anregungspinhole) mit ,, auf
unendlich korrigiertem Objektiv,,
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Der gro3e Vortell des konfokalen Mikroskops ist neben der Tatsache, dad sowohl mit
beugungdimitiertem Anregungsvolumen und identischen Dektionsvolumen gearbeitet wird, das
Prinzip der Volumendetektion, wie es in Abbildung 3.3 dargestelt ist. Das Detektionspinhole
18t nur das rickreflektierte Fluoreszenzlicht passieren, das in lateraler wie in axiaer
Ausdehnung exakt aus der Region des Anregungsfokus stammt (Abbildung 3.3A). Licht aus
einer axia zum Fokus verschobenen Strahlenquelle wird dagegen vom Detektionspinhole
weitgehend ausgeblendet (Abbildung 3.3B,C). Zudem wird Licht ausgeblendet, das einen
lateral gegeniber dem Fokus verschobenen Ursprung hat (Abbildung 3.3D). Das
Detektionspinhole gewéhrleistet damit eine dreidimensionale Abbildung von Objekten, wenn
man mit Hilfe von Scan-Einheiten die Probe definiert relativ zum Fokus bewegen kann.

A B C D
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Abbildung 3.3 Mechanismus der Volumendetektion im konfokalen Mikroskop

A: Nur das von der Probe rickreflektierte Licht, das aus der Region des Anregungsfokus
stamnt, kann das Detektionspinhole passieren.

B,C: Licht das aus axial zur Probenoberflache verschobenen Regionen stamnt, wird vom
Detektionspinhole weitgehend ausgeblendet.

D: Licht, das aus lateral zum Fokus verschobenen Regionen stammt, wird vollstéandig
ausgeblendet.

Die Beugungsbegrenzung einer Lichtwelle kann man leicht verstehen, wenn man das
Huygenssche Prinzip der Elementarwellen zu Hilfe nimmt. Demnach kann die Fokussierung
von Licht behandelt werden wie die Beugung einer ebenen Welle an einer kreisformigen
Offnung deren Duchmesser in der GroRenordnung der Wellenldnge liegt. Die
Intensitétsverteilung des Beugungsbildes, das sog. Airy-Muster, zeigt Abbildung 3.4. 84% der
Intensitét liegen im zentralen Peak. Dieser enthélt alle optische Information eines abgebildeten
Objekts und kann deshalb durch das Detektionspinhole von den weiteren Nebenmaxima
separiert werden. Die Intensitdt nimmt in den Beugungsringen nach auffen hin ab. Nach
Rayleigh wird das optische Aufldsungsvermdgen eines konventionell grof3fléchig beleuchteten
Mikroskops as Abstand zwischen Maximum und erstem Minimum festgelegt. Zwei
Punktlichtquellen, die sich in diesem Abstand zueinander befinden, konnen gerade noch
voneinander aufgel st werden [55].
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ist im optimaen Fal bei etwa 1/10 pm, jedoch molekulare Eigenschaften durch
Wechselwirkung der Spitze mit dem zu untersuchenden Chromophor veréndern kann [20].
Eine Methode der Detektion einzelner Molekile in Losung ist die Fluoreszenzkorre-
lationsspektroskopie (fluorescence correlation spectroscopy, FCS [23, 24]. Durch den
Fokus eines konfokalen Mikroskops 183t man dabei Farbstoffe einer niedrigen Konzentration
diffundieren, so dal3 im Mittel ein Molekll im Fokus zu liegen kommt. Durch die statistische
Auswertung des zeitkorrelierten Signals mittels Bildung der Autokorrelationsfunktion lassen
sich sowohl Fluoreszenzdynamiken wie Diffusionskonstanten untersuchen bzw. ermitteln.

Eine weitere in Losung arbeitende Variante ist die Einzelmolekildetektion im
Flussigkeitsstrahl (photon burst detection). Dabei durchstrémen die Farbstoffmolekiile eine
Kapillare oder passieren eine Dise und durchqueren dabei das Anregungsvolumen eines
Laserstrahls. Wahrend des Durchtritts eines Chromophors durch das Anregungsprofil
detektiert man kurze Signale, die sog. Photonen-Bursts. Diese kdnnen z.B. hinsichtlich ihrer
Lebensdauer oder spektralen Position analysiert werden. Die Sequenzierung des menschlichen
Genoms, die mittlerweile mit einer anderen Methode gelungen ist [67], war lange Zeit
Triebfeder der Weiterentwicklung dieser Methode [31, 68].

Beim Imaging im Nahfeld durch total internal reflection (TIR) [26-28] nutzt man aus, dal3
Uber die gesamte Grenzflache eines optisch dichten Mediums, in das ein total reflektierender
Laserstrahl eingekoppelt ist, ein evaneszentes Feld geringer Reichweite in die Tiefe entsteht.
Mit Hilfe einer CCD-Kamera werden Molekile simultan untersucht, die sich auf solchen
Grenzflachen befinden oder dort wandern. Dabei konnen sowohl kunstlich auf eine
Trégeroberflache aufgebrachte Chromophore wie auch solche detektiert werden, die auf
natiirlichen Oberfléchen, wie Zellmembranen, sitzen [69].

3.2 Bedeutung von Einzelmolekiluntersuchungen

Einzelmolekiluntersuchungen haben in den neunziger Jahren Einzug in viele Laboratorien
gehalten. Aufsehenerregende Ergebnisse und die relativ einfache Handhabung der Experimente
speziell bei Raumtemperatur haben dazu gefuhrt, dal? sich in dieser kurzen Zeit eine stark
anwachsende Zahl von Forschern mit grofer Euphorie dieser neuen Technik bediente, um
Fragestellungen auf verschiedensten Gebieten zu |6sen. Welche konkreten, neuen Einblicke die
Einzelmolekilldetektion geben kann, soll in diesem Abschnitt aufgezeigt werden [11].

3.21 Einzelmolekiluntersuchungen im Vergleich zu Ensemblemessungen:
prinzipielle Unterscheidung

Prinzipiell mitteln viele bisher géngige Messungen von experimentell zuganglichen Observablen
Uiber eine grofe Anzahl von Teilchen. Die gemessene Grofe selbst ist der Mittelwert Gber das
ganze untersuchte Ensemble. Die Verteilungen der Mel3grofRe oder ihre zeitliche Entwicklung
gehen dabei in der Regel durch den Mittelungsprozef3 verloren.

Ein einfaches ModelIbeispiel zeigt Abbildung 3.8. Ein einfacher zeitabhangiger Prozef3, ndmlich
das zufdlige, unsynchronisierte Ein- und Ausschalten von Glihlampen, ist nur am einzelnen
Objekt beobachtbar. Viele Lampen gleichzeitig betrachtet, zeigen einen konstanten Mittelwert
an Lichtsignal. Fluoreszierende Molekile verhaten sich genau wie die Glihbirnen in diesem
Modellbeispidl.
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Durch Verkleinerung des Pinholes kénnen beide Werte fir das Auflésungsvermdgen noch
etwas verkleinert werden [59].

Objektiv 100x 1.32

Abbildung 3.5 Graphische Darstellung der Punktubertragungsfunktion (ein Késtchen mit
einer Kantenlange von 100 nm) [57]

Die Ausbreitungsrichtung des Lichts (axiale Komponente) liegt vertikal. Die Punktiber-
tragungsfunktion der Anregung (hier | = 488 nm) ist in Teilbild A dargestellt, die der
Detektion in B. Die Punktibertragungsfunktion des konfokalen Mikroskops ist durch Faltung
beider Verteilungen A und B gegeben und in C dargestellt.

Die konfokale Mikroskopie wird seit einigen Jahren standardméfig zur Einzelmolekul-
detektion herangezogen [23, 61]. Man kann Farbstoffe in optisch transparenten, nicht zu
dicken dreidimensionalen Medien untersuchen. Dabei erstellt man zwei- oder dreidimensionale
Rasterbilder. Auch die gezielte Auswahl bestimmter Molekiile durch Positionierung des Fokus
in hinreichend stark verdiinnten Proben und die Untersuchung des zeitlich-dynamischen
Verhaltens ihrer Intensitét sind moglich. Konfokale Mikroskope sind kommerziell erhdltlich
oder aus kommerziellen Lichtmikroskopen einfach aufbaubar. Sie stellen damit eine Technik
dar, die ohne grofllen apparativen Aufwand zur Einzelmolekilldetektion eingesetzt werden
kann. Man kann sie in der Regel einfach mit anderen optischen Elementen, wie
Spektrographen, dikroitischen oder polarisationsteilenden Strahlteilern im
Detektionsstrahlengang oder polarisationsdrehenden Einheiten im Anregungsstrahlengang,
kombinieren. Der einzige Nachtell ist, dal3 weitgehend nur immobilisierte Proben untersucht
werden konnen, da die Rastergeschwindigkeit die Zeitauflosung der Bilddetektion stark
limitiert.
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3.1.4 Einzelmolekdildetektion durch Imaging mit Weitfeldanregung

Will man die Bewegung von Molekilen mit Zeitauflésungen bis zu wenigen Millisekunden
untersuchen, muf® man auf sog. Imaging-Techniken zuriickgreifen. Bei ihnen erfolgt keine
Punkt-zu-Punkt-Abbildung wie bel Rasterverfahren. Vielmehr wird eine grof3e Probenfléche
beleuchtet und Uber eine sog. CCD-Kamera detektiert. Auf diese Weise kann man viele
individuelle Molekile gleichzeitig verfolgen und eventuelle Bewegungen charakterisieren.
Durch die grof¥flachige Ausleuchtung kann alerdings kein so grof3es Auflésungsvermdgen wie
im konfokalen Fall erzeugt werden. Die resultierende PSF ist im wesentlichen die PSF des
Fluoreszenzlichts eines Molekiils. Auflerdem erhéht sich durch die VergroRerung des
Anregungsspots in alen drei Dimensionen die optische Komponente des Untergrundes mit der
Zunahme des Anregungsvolumens. Dies versucht man beim Imaging im Nahfeld, beschrieben
in 3.5, zu umgehen.

Beim sog. Imaging mit Weitfeldanregung [62] (Abbildung 3.6) erreicht man die
Fokusvergroferung durch den Einbau einer langbrennweitigen dinnen Linse in den
Anregungsstrahlengang. Das Objektiv wird dann nicht mehr paralel, sondern mit leicht
divergentem oder konvergentem Laserstrahl ausgeleuchtet, wodurch in seiner Brennebene eine
Beleuchtungsfleck entsteht. Die Intensitétsverteilung dieses Beleuchtungsflecks kann
gaul¥formig genéhert werden. Will man eine Anregung von moglichst gleichformiger
Intensitétsverteilung erzielen, schneidet man aus dem evtl. mit einem Teleskop aufgeweiteten
Laserstrahl mit Hilfe eines varigblen Pinholes nur einen kleinen Bereich aus dem
Intensitétsplateau aus. Man erhdt auf der Probe dann eine Fléche, deren Intensitétsprofil in
etwa rechteckig angendhert werden kann. Die Grof3e des Beleuchtungsfléche kann durch die
Pinhol egrof3e gesteuert werden.

-
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Abbildung 3.6 Imaging mit Weitfeldanregung

I [cts]

x oder y [pixel]

Schematischer Aufbau (rechts), auf der CCD detektiertes Anregungsprofil (Mitte) und
Querschnitt dieses Anregungsprofils (rechts) im Maximumin x (blau) und y
Das Anregungsprofil wird als Rechteck angenadhert. Ein Pixel entspricht 108 nm.

Die Bedeutung des Imaging mit Weitfeldanregung in der Einzelmolekiildetektion [29,30] liegt
in der universellen Einsetzbarkeit fiir nahezu ale denkbaren Probensysteme. Die Untersuchung
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von biologischen Proben, z. B. von lebenden Zellen wie in dieser Arbeit, ist mit anderen
Imaging-Techniken nicht generell mdglich.

3.15 Einzelmolekilmikroskopie mit rédumlicher Separation: verschiedene
Techniken

Die Beugungseigenschaften von Licht limitieren, wie in den vorangehenden Abschnitten
gezeigt, die Grofle des Anregungsvolumens eines Laserstrahls auf einen Durchmesser von
einigen hundert Nanometern, so dai3 es die tatséchliche Ausdehnung eines einige Nanometer
groRen Farbstoffmolekils um en Vielfaches Uberschreitet. Es kann somit mit
lichtmikroskopischen, raumlich separierenden Verfahren nicht gelingen, irgendwelche
molekulare Strukturen aufzuldsen. Will man Einzelmolekille nachweisen, kann bel keinem
optischen Verfahren auf die entsprechend hohe Verdinnung verzichtet werden. Dennoch hat
die jungste Entwicklung der Einzelmolekilmikroskopie gezeigt, dald es sinnvoll sein kann,
verschiedene mikroskopische Techniken einzusetzen. Neben der konfokalen Mikroskopie und
dem Imaging im Weitfeld haben sich noch weitere Verfahren zur Einzelmolekiildetektion
etabliert. Alle Techniken sind schematisch in Abbildung 3.7 dargestelit.

Abbildung 3.7: Verschiedene Einzelmolekiiltechniken

von links nach rechts: SNOM, konf. Mikroskopie, FCS, Detektion von Bursts im Flow,
Imaging mit TIR, Imaging mit Weitfeldanregung

Eine Mdglichkeit, ein kleiner als beugungslimitiertes Anregungsvolumen zu erzeugen und
hohere Auflésung zu erreichen, bietet die Methode der Nahfeldmikroskopie (scanning near
field optical microscopy, SNOM) [18, 19, 20, 21, 64]. Dabel wird das Anregungslicht durch
eine kleine Apertur geschickt, deren Durchmesser kleiner ist als die Wellenlénge des
Anregungslichtes. In unmittelbarer Nahe der Apertur, also im Nahfeld, behélt der Lichtstrahl in
etwa die Dimension der Apertur. Durch Rasterverfahren gelingt es, auf Oberflachen plazierte
Molekile mit hoher Auflésung abzubilden. In der Praxis verwendet man meist
Glasfaserspitzen, die am verjingten Ende seitlich metallbedampft sind [65]. Auch der Einsatz
von Streukorpern bestimmter Geometrie konnte realisiert werden [66]. Die relativ komplizierte
und apparativ aufwendige Technik hat in letzter Zeit an Bedeutung verloren, da sie keine
prinzipiellen Auflésungsverbesserungen bringen kann — der Durchmesser des Anregungslichts
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Abbildung 3.9 Experimentelle Mglichkeiten zur Untersuchung gelabelter Biomolekile [ 75]

Die Orientierung der Ubergangsdipolmomente von Absorption und Emission eines
Chromophors kann durch den Einsatz von polarisiertem Anregungsiicht oder auch durch die
Anayse des emittierten Fluoreszenzlichts hinsichtlich seiner Polarisation bestimmt werden [18,
23, 89, 90, 91]. Starr eingebaute (Abbildung 3.9E) oder in ihrer Rotationsdiffusion
eingeschrankte Farbstoffmolekiile (Abbildung 3.9F) [92] kénnen dann Rotationsbewegungen
(verursacht durch Konformationsinderungen, Anderungen von Ladungen, pH, sterischer
Umgebung und der Stabilitdt) in Makromolekiilen anzeigen. Der starre Einbau eines Labels
konnte beispielsweie durch das Einsetzen in eine hydrophobe Proteintasche gelingen. Bereits
realisert wurde das Labeln mit zwei funktionellen Gruppen am Farbstoff zwischen zwei
gentechnisch im richtigen Abstand eingebauten Cystein-Bindungsstellen [93].

Dynamische Anderungen in der Umgebung eines Biomolekiils koénnen nicht nur die
Rotationsdiffusion eines Labels beeinflussen, sondern auch andere photophysikalische
Eigenschaften, wie spektrale Position, Triplett-Besetzung und Triplett-Lebensdauer. Die
Photodynamik (der Ubergang zwischen ,,on"- und , off"-Zusténden) eines Farbstoffs kann als
Indikator fur die Anderung von chemischen und elektrochemischen Potentialen genutzt
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Abbildung 3.8 Modellbeispiel zur Mittelung eines nicht-synchronisierten zeitabhéngigen
Prozesses im Ensemble

Das zufdllige Ein- und Ausschalten einer Glihlampe (hier als Analogon zu einem
fluoreszierten Einzelmolekll betrachtet) kann individuell zeitlich verfolgt werden. Unter
vielen Gluhlampen leuchtet immer ein konstant grof3er Teil, selbst wenn die einzelnen Lampen
nach wie vor zuféllig blinken. Der Prozess des Schaltensist hier nicht mehr beobachtbar.

Durch das Ausbleiben des Mittelungseffektes in Einzelmolekiluntersuchungen kann man diese
grob in zwel mdgliche Anwendungsgebiete unterteilen.

Zum einen kann durch die Mdéglichkelt, jeden individuellen Vertreter einer Population separat
zu untersuchen, eine Klassifikation der Population hingchtlich verschiedener mefbarer
Kriterien erfolgen. Sie kann in Subpopul ationen oder Regionen unterschiedlicher

Spezifitét untergliedert werden. Sogar die Einflihrung einer komparativen Relation und damit
einer Ordnung der Population hinsichtlich der Mef3grofie wird in speziellen Féllen denkbar.
Zum anderen kann man sich vorstellen, mit der Einzelmolekiildetektion ein ideales Werkzeug
in Handen zu haben, um zeitlich nicht-synchron ablaufende dynamische Prozesse, z.B.
Reaktionswege einer photochemischen Reaktion im nicht stationdren Fall wie auch
Fluktuationen in Gleichgewichtprozessen aufzul 6sen.

Nach diesen rein theoretischen Uberlegungen soll nun auf praktische und konkrete
Einzelmol ekl el genschaften und -anwendungen eingegangen werden.
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3.2.2 Experimentelle Mdglichkeiten der Einzelmolekildetektion

Erste Experimente der Einzelmolekiildetektion bel Raumtemperatur beschrénkten sich auf den
Nachweis einzelner Molekile und untersuchten schwerpunktmédig photophysikalische
Eigenschaften (z.B. Photostabilitét) von Fluoreszenzfarbstoffen. Dabei wurde eine Reihe von
verschiedenen experimentellen Techniken geschaffen, die den SMD-Arbeitsgruppen heute
standardmédig zur Verfligung stehen. Zum gegenwaértigen Zeitpunkt gilt es, in verschiedene
Anwendungsgebieten die Einzelmolekildetektion zu etablieren und ihre Vorteile und
Eigenschaften in solche Forschungsbereiche einzubringen. Zwei mdgliche Zielebereiche sind
die Materialwissenschaften und die Biowissenschaften. Dort will man gezielte Information tiber
elementare, molekulare Prozesse und Sachverhalte gewinnen, die mit konventionellen
Methoden bislang nicht zuganglich waren.

Diese Arbeit befaldt sich mit biochemischen Fragestellungen, bei denen Biomolekiile, markiert
durch Farbstoffe, mit Methoden der Einzelmolekilldetektion charakterisiert oder réumlich wie
zeitlich verfolgt werden konnen. Dabel ist es wichtig, die Rollen von Makromolekil und
markierendem Label richtig einordnen zu kénnen. Substrate, die per se fluoreszieren, sind in
der Regel selten. So sind auch nur wenige Einzelmolekilexperimente dieser Art beschrieben
worden (fir ein Beispiel siehe [70]). Ein anderes Experiment von Lu und Xie nutzt die
Fluoreszenz des Co-Enzyms FAD aus, um den enzymatischen Umsatz von Cholesterol Oxidase
bei der Steroid-Oxidation zu studieren [71]. Die weitaus grofite Bedeutung haben jedoch
Systeme, die aus einem vergleichsweise kleinen Farbstoffmolekil und einem grof3en
Makromolekill (z. B. einem Protein) bestehen. GréRe und Gewicht des Chromophors (M=10%
10° g/mol) spielen gegeniiber dem untersuchten Molekill (M=10°-10" g/mol) normalerweise
keine groRRe Rolle, so dal3 dessen Eigenschaften nicht oder nur kaum veréndert werden.
Manchma kann as markierender Farbstoff das Protein GFP (green fluorescent protein)
verwendet werden [72]. GFP kann exprimiert kann werden. Es ist also ein Label, das
»gentechnisch einbaubar, ist und ohne kovalente Bindungsknipfung auskommt.
Normalerweise werden Fluoreszenzfarbstoffe jedoch Uber funktionelle Aminosdurereste durch
chemische Bindung an das Makromol ekl angebunden. Solche funktionellen Gruppen sind zum
einen freie Aminogruppen, die mit Estern oder anderen Carbonsiurederivaten, die als
Kopplungsgruppen am Farbstoff héngen, zu Sdureamiden reagieren. Da fast ale Biomolekile
freie Aminogruppen tragen, ist die Amidierung das verbreitetste Labelingverfahren. Allerdings
ist eine Spezifitdt der Anbindungsstelle in der Regel nicht gegeben. Ein weiterer Nachteil ist,
daf’ die Anzahl der angebundenen Chromophore nur stochiometrisch festgelegt werden kann,
da natirlich alle Aminogruppen labelbar sind. Zum anderen kommen Cystein-Reste in Frage,
die im analogen Fall Thioester bilden. Sie sind selten und sitzen an bevorzugeten Stellen.
Allerdings kommen sie an der Oberfl&che von Proteinen kaum in freler Form vor, so dal3 siein
der Regel gentechnisch durch site-spezifische Mutagenese eingebaut werden miuften.
AuRerdem konnen freie Keto- oder Carbonsduregruppen in Proteinen mit Alkohol- oder
Aminogruppen am Farbstoff verknlpft werden. Sie haben vor alem in Kombination mit
Cystein-Resten Bedeutung, wenn zwei verschiedene Farbstoffe an definierte Positionen
gebunden werden mussen (orthogonales Labeln). Im Sonderfall des DNA-Labelings werden
erst die einzelnen Nukleotide spezifisch gelabelt. Erst dann wird der DNA-Strang durch
Polymerase-K ettenreaktion aus den gelabelten Nukleotiden aufgebaut. Eine Auswahl der als
Label in Frage kommenden wasserl6slichen Fluoreszenzfarbstoffe zeigt Tabelle 3.1.
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Farbstoff optimale Anre- | mol. Extinktions- | Fluoreszenz- Medium
gungswellenlange koeffizient maximum
[nm] [I/(mol cm)] [nm]
Cy3 550 150 000 570 hydrophil
Cy5 649 250 000 670 hydrophil
TMR 544 90 000 572 hydrophil
Alexa 532|530 81 000 555 hydrophil
Alexa 594  |590 85 000 615 hydrophil
Dil 549 148 000 565 lipophil
Dil 644 260 000 665 lipophil
Fluorescein | 490 88 000 514 hydrophil

Tabelle3.1  Photophysikalische Daten ausgewahlter Fluoreszenzfarbstoffe nach [ 73, 74]

Das gelabelte Makromolekill kann hinsichtlich verschiedener physikalischer Observablen auf
Einzelmol ekl ebene untersucht werden. Sie sind im wesentlichen in Abbildung 3.9 dargestellt.
Das elementarste Experiment ist die Lokalisierung des Makromolekils (Abbildung 3.9A) mit
einer Genauigkeit von ca. 40 nm. Sie erfolgt Uber einen zweidimensionalen Gauf¥fit des vom
Chromophor erzeugten Fluorszenzspots, dessen Intensitétsverteilung der
Punktibertragungsfunktion PSF einer Punktlichtquelle entspricht. Die prézise Lokalisierung
von Molekilen wurde bereits erfolgreich dazu eingesetzt, die Bewegung von Motorproteinen
zu charakterisieren [26-28], Diffusionstrgjektorien in Lipid-Doppelschichten zu verfolgen [29,
76] und die Diffusion von Molekilen in Gelen [30], in Lésung [77] und Grenzflachen zu
beschreiben [78].

Werden in einem Experiment zwei Label verwendet, die mit unterschiedlicher Wellenlénge
angeregt werden konnen, so kann deren Kolokalisierung mit einer Genauigkeit von wenigen
Nanometern bestimmt werden (Abbildung 3.9B) [79-81]. Dies kann dazu eingesetzt werden,
Bindungen und damit indirekt auch bestimmte Funktionen, wie z. B. enzymatischen Umsatz
zweier verschieden gelabelter Makromolekile nachzuweisen [26, 28, 82].

Noch genauer ist die Kolokalisierung durch Férster Resonance Energy Transfer FRET [83-
85]. Energietransfer dieser Art tritt zwischen einem geeigneten Donor und einem
Akzeptorfarbstoff auf, wenn sich beide in einem Abstand von zwei bis acht Nanometern
zueinander befinden. Allerdings héngt die Quantenausbeute des Transfers nicht nur vom
Abstand, sondern auch von der relativen Orientierung der Farbstoffe zueinander ab. Mit FRET
konnen neben der Kolokalisierung sowohl intramolekulare Konformationsénderungen, z.B.
innerhalb eines Proteins (Abbildung 39C) [86, 87] wie auch intermolekulare
Wechselwirkungen, wie Dissoziation oder Assoziation (Abbildung 3.9D), Ligand-Rezeptor-
Wechselwirkung [82] oder Enzym-Substrat-Interaktion [88], auf einer schnellen Zeitskala
dynamisch verfolgt werden.
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mikroskopischen Betrachtung der Diffusion kann diese Verbreiterung as Zunahme der
Standardabweichung s beziiglich der Zufallsgrof3e x erklért werden (4-1).

S :Zm (4-1)

Da<x> = 0 gilt, geniigt es, die GroRe <x*> zu bestimmen. Starten alle Teilchen im Modell bei
x =0, gilt (4-2).

<x*(n) >=nd? 4-2)

Da jeder Elemetarschritt d genau die Zeitdauer t bendtigt, kann <x®> mit der Definition des
Diffusionskoeffizienten (4-3) auch als Funktion der Zeit t geschrieben werden (4-4).

2

D= i
2 (4-3)
<x?>=2Dt (4-4)

Erweitert man das oben beschriebene eindimensionale mikroskopische Modell auf zwel oder
drei Dimensionen, wachst die mittlere quadratische Teilchenposition <r®> je Dimension der
betrachteten Bewegung um weitere 2Dt an (4-5). Der Diffusionskoeffizient D ist somit
unabhéngig von der Dimensionalitét des sogenannten random walk Prozesses.

i 2Dt fir 1 Dimension
<r’>=<x >+|l<y >-4Dt fur 2 Dimensionen
1<v > +< 7° >= 6Dt fiir3 Dimensionen (4-5)

Die relative Schritt-Position x eines Teilchens nach n Schritten kann wie eine stochastische
ZufallsgroRe behandelt werden. Die eindimensionale Einzelschritt-Wanderung stellt dann ein
Bernoulli-Experiment dar. Anhand der Wahrscheinlichkeitsverteilung dieses Experiments kann
die lokale Naherung der Wahrscheinlichkeit beziiglich x und dem lokaen Intervall x geméal
(4-6) formuliert werden.

7}(X72)
POITx= ﬁe T (4-6)

Man beachte, dal3 die eigentliche Wahrscheinlichkeit das Produkt aus P(x) und dem
infinitesmal kleinen Interval fix ist. Das Integral von P(x) fix Uber die ganze Dimension X ist
wieder 1 (Normierung). Durch die Standardisierung entspricht x wieder der hier eingefiihrten
Zufallsgrofe x (Position). Der Mittelwert von <x> ist Null. Die Einheit von P ist 1/m, die
Standardabweichung wird in m angegeben.
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werden. Abbildung 3.9G zeigt den angebrachten Chromophor als Sonde fur das Auf- und
Zugehen von lonenkandlen. Eine solche Dynamik kdnnte komplementér durch den Einsatz
eines FRET-Paares bestétigt werden (Abbildung 3.9H).

323 Bislang bearbeitete experimentelle  Fragestellungen der Einzel-
molekildetektion in Life Sciences

Die Bedeutung der Einzelmoleklldetektion (single molecule detection, SVID) in der Biochemie
besteht vor allem in der Tatsache, dal? neuartige Fragestellungen beantwortbar sind. Dies hangt
in erster Linie damit zusammen, dal? dynamische Eigenschaften von einzelnen Biomolekiilen
genauso wie die individuelle Funktionen von Untereineinheiten in molekularen Maschinen in
bisang bekannten  Ensembleexperimenten, die in irgendeiner Weise  dets
Mittelwertuntersuchungen waren, verborgen blieben. Mit Hilfe der neuen Technik ist in sehr
kurzer Zeit eine bedeutende Anzahl von Experimenten mit vielfdtiger Fragestellung
entstanden. Das erste Einzelmolekilexperiment mit einem mit Farbstoff gelabelten Protein
(Myosin) wurde 1995 durchgefhrt [26].

Seither gelang es, eine Reihe von biochemischen Thematiken mit der SMD zu untersuchen.
Diese kénnen in die Bereiche Motorproteine, DNA-Transkription, enzymatischer Umsatz,
Protein- Dynamik und die Signaltransfer in Zellsystemen unterteilt werden (Abbildung 3.10)
[102].
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Abbildung 3.10 [102]: Einteilung der biochemischen Felder, die mit SMD untersucht werden

Molekulare Motoren sind typische molekulare Maschinen, die Prozesse wie
Energiekonversion, Enzymaktivitét, molekulare Erkennung und molekulare Selbsterkennung
umfassen.
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Von grofler aktueller Bedeutung fur die nahe Zukunft ist die Biologie in der Zelle.
Sgnaltransduktion in Zellen ist eine sehr komplexe Thematik, weil Zellen komplizierte
Gebilde sind, die aus einer Reihe von molekularen Maschinen bestehen [103, 104]. Geht man
davon aus, dald Signale innerhalb der Zelle von Signalen auRerhalb getriggert werden, finden
erste Prozesse auf Zellmembranen statt. Die Untersuchung der Diffusion von Lipid-Molekilen
in kunstlichen Membranen konnte bereits in SMD-Experimenten detailliert durchgefuhrt
werden [105,106]. Auch Uber Untersuchungen an artifiziellen lonenkandlen wurde berichtet
[107]. Aktuelle Ergebnisse von Messungen an Membranen lebender Zellen zeigen das
Anbinden des sog. Epidermal Growth Factor (EGF) an seinem Rezeptor [108] (Abbildung
3.11).
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Abbildung 3.11 Anbinden von fluoreszenzgel abeltem EGF an seinem Rezeptor[ 102]

A: Fluoreszenzbild einzelner EGF Molekile auf der Zellmembran
B: Dimerisierung zweier EGF- Mol ekiile (Bilderfolge)
C, D: Schemata des TIR-Experiments und der Dimersierungsreaktion

Die in der hier vorliegenden Arbeit aufgeworfene Fragestellung nach dem
Wanderungsmechanismus eines Fremdmolekils, némlich von AAV (adeno associated virus) in
lebenden Zellen, knlpft nahtlos an die Thematik Biologie in der Zelle an. Sie ist aktueller
Forschungsgegenstand der Virologie und as solcher auch fir medizinische Anwendungen wie
fir das biochemische Grundversténdnis von AAV bedeutsam. Hier werden erstmals SMD-
Experimente an diesem Themenkomplex vorgestellt. Die biochemische Bedeutung von AAV
wird in Kapitel 5 behandelt. Die Enzelmolekilexperimente an AAV finden sich im Kapitel 7.
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4. Theorie der Diffusion von Biomolekiilen

Dieser Abschnitt behandelt im ersten Tell Diffusionstheorie. Dabei werden zunéchst
grundlegende Diffusionsgesetze anhand verschiedener Modelle nach [111] kurz eingefihrt.
Anschlielfend wird auf drei verschiedene Methoden (Single Particle Tracking, Fluorescence
Correlation  Spectroscopy und  Fluorescence Recovery after  Photobleaching) der
Diffusionsmessung eingegangen, bevor im letzten Teil dieses Kapitels die Diffusion in
biologischen Systemen anhand der zum Zeitpunkt der Arbeit vorliegenden Literatur behandelt
wird.

4.1 Diffusionsgesetze

Als Diffusion bezeichnet man die zuféllige Wanderung von Teilchen in einem Medium, die
direkt auf die Brownsche Wérmebewegung zuriickzufuhren ist.

Neben dem mikroskopischen Ansatz (Kapitel 4.1.1) kann auch eine makroskopische
Betrachtung (Kapitel 4.1.2) zur Herleitung von Diffusionsgesetzen verwendet werden.
Ausgehend von den Fickschen Gesetzen werden die Sonderfdlle Adsoption enes
diffundierenden Tellchens (in 4.1.3) und Diffusion und Drift (in 4.1.4) behandelt. Abschlief3end
erfolgt die Berechnung von Diffusionskoeffizienten nach Stokes (in 4.1.5).

4.1.1 Mikroskopischer Ansatz

Die zuriickgelegte Wegstrecke x eines in einer Dimension wandernden Teilchens kann in n
Einzelschritte der elementaren Wegtrecke d zerlegt werden. Jedes d wird dabei in der
Zeiteinheit t zurtickgelegt.

Setzt man den Ursprung as Startpunkt aller Teilchen, wird der Erwartungswert <x> immer
Null, ega wie viele Elementarschritte im Ensemble zurlickgelegt wurden. Da adle
Einzelschritte, die ein individuelles Teilchen zurlicklegen kann, unabhéngig voneinander
verlaufen, hat kein einzelnes Tellchen eine Art ,,Gedachtnis' dafur, wie viele Schritte es wo
zuriickgelegt hat.

Auch wenn der Mittelwert <x>=0 konstant in bezug auf die Zahl der Elementarschritte ist,
kann eine Ausbreitung des Teilchenensembles beobachtet werden. Im Modell der
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C(r) =C,(1- 7"")

(4-17)
J,(r)=-DC, >
r (4-18)
k, =4p DaC, (4-19)

4.1.3 Diffusion bis hin zur Adsorption

Im letzten Teil des vorangegangenen Abschnitts wurde die Diffusion eines stationdren Systems
mit kugelformigem Adsorber betrachtet. Hier soll - daran ankniipfend - ein zunéchst ebenfalls
kugelférmiger Adsorber mit Radius a gegeben sein, jedoch soll in dem stationdren System
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Abbildung 4.2 Verschiedene Adsorber-Modelle nach [111]

A: Adsorption von Teilchen, die von der Teilchenquelle Cm bei r=b entweder in Richtung r=a
zum kugelférmigigen Adsorber oder in Richtung r=c zum &uferen sphérischen Adsorber
wandern.

B: Adsorption von Teilchen nach Diffusion in einer Dimension. Die Teilchenquelle Cn liegt
bei x=a, die Adsorber bei x=0 und x=b.

diesma noch die Mdglichkeit zugelassen werden, dai die Teilchenquelle in der Entfernung b
zum Kugel mittelpunkt sitzt und fir gréRere Entfernungen c die Teilchenkonzentration wieder
gegen Null geht verursacht durch einen zweiten sphérischen Adsorber bei ¢. Neben diesem
System (Abbildung 4.2A) soll noch ein zweites, lineares System (Abbildung 4.2B) mit
Adsorbern an beiden Enden betrachtet werden. Im kugelsymmetrischen Fall gelten folgende
Gesetzméligkeiten: Die radiale Teilchenkonzentrationsverteilung C(r) verhdlt sich wie in
Gleichung (4-20). Sie stellt die Lésung des zweiten Fickschen Gesetzes unter den
beschriebenen Randbedingungen dar.
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4.1.2 Makroskopische Theorie der Diffusion

Makroskopische Betrachtungen beschreiben die Diffusion a's Netto-Teilchenflul3, der in Folge
eines raumlichen bzw. zeitlichen Konzentrationsgeféles auftritt. Quantitative Zusammenhange
dieser Diffusionstheorie werden ausnahmslos auf die beiden Fickschen Gesetze zurilickgeftihrt.
Als Netto-Teilchenflul3 J, in der x Richtung bezeichnet man die Anzahl der Teilchen DN,, die
im Zeitintervall t durch die Fléche A tritt (4-7).

5 =DN,
©OAD @7

Nach dem ersten Fickschen Gesetz (4-8) verhdlt sich der Nettoflul? (zu einer bestimmten Zeit t
an einem bestimmten Ort Xx) proportionad zum Konzenzentrationsgefélle entlang der
Ortskoordinate. Der Diffusionskoeffizient D ist die Proportionalitétskonstante.

5,=-p1C
fix (4-8)

Das zweite Ficksche Gesetz (4-9) kann aus dem ersten unter der Annahme einer konstanten
Gesamtteilchenzahl hergeleitet werden. Es gibt an, wie sich ene inhomogene
Teilchenverteilung mit der Zeit neu ordnet.

2
E:-T[JX—DTIC

Tt T (Tx)* (4-9)

Die dreidimensionale Version des zweiten Fickschen Gesetzes mit dem Laplace-Oparator
geschrieben, zeigt (4-10).

1€ - bre
it (4-10)

Fur sphérische Probleme gilt mit dem Radiusr (4-11).

E:D%l rZE)
Tt reqr dr (4-12)

Wenn man die Randbedingungen (z.B. die Anfangsverteilung) der Differentialgleichung
zweiter Ordnung (4-11) kennt, kann man Verteilungen zu verschiedenen Zeitpunkten
bestimmen. Abbildung 4.1 zeigt zwei solche Lésungen firr einfache Randbedingungen, die
Bedeutung fir den experimentellen Teil dieser Arbeit besitzen..

Der erste Fall, der betrachtet werden kann, ist das isotrope Eindiffundieren einer begrenzten
Menge einer Substanz ausgehend von einem Punkt mit r=0 fur t=0 in ein Medium mit
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unendlicher Ausdehnung in alen drel Dimensionen. Im Modellversuch entspricht dies dem
Eindiffundieren eines Farbstoffes in ein Becherglas, ausgehend von der Spitze einer
Mikropipette. Diesist in Abbildung 4.1 A dargestellt. Die réumliche Konzentrationsverteilung
ist zu jeder Zeit t gaul¥férmig in ale drei Raumrichtungen (Gleichung (4-12)). Das zeitliche
Verhalten der Konzentration an einem bestimmten Punkt im Abstand r vom Ursprung steigt
dabei zunéchst an, durchlauft ein Maximum bei t = /6D und falt dann wieder ab.

10

c)
[au]

H . x [a.u.]

Abbildung 4.1 Losungen des 2. Fickschen Gesetzes unter verschiedenen Randbedingungen
nach [111]

A: Diffusion einer begrenzten Teilchenmenge aus der Spitze einer Mikropipette in Wasser

Die Funktionenschar simuliert die zeitliche Entwicklung der Konzentrationsverteilung an
einem Ort r gemal Gleichung (4-12) . Dargestellt sind die Diffusionskoeffizienten D= Do,
0,3Do, 0,1Do, 0,03 Do und 0,01D,. (Der Punkt in der Funktion deutet den stetigen Ubergang
der jeweiligen Funktion an der Sellet=to an.)

B: Diffusion innerhalb einer Réhre (ein Reservoir (links) wird durch Trennwandentfernung in
eine Rohre entlassen.). Die Konzentrationsverteilung C(x) fur t=0, t=to, t=2to= und t=4to ist
rechts dargestelIt.

Geht man davon aus, da3 ale Teilchen N mit der konstanten Rate k; in der Zeit t, in die

Losung eindiffundiert sind, kann die zeitliche Abhangigkeit der Konzentration als von einem

Puls mit Lange to erzeugtes Wellenverhalten verstanden werden. C wird dann wie in Gleichung

4-12) beschrieben. Abbildung 4.1 zeigt den zeitlichen Verlauf von C bei einem bestimmten
Radius r in Abhangigkeit des Diffusionskoeffizienten D.
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Cr=—N e )
J4pDt N =kdt dt =t, (4-12)
ik r
T erfc(—) tEt,
cry=| P2 D

.k ro. r
f4pDr[erfC(«/4Dt) erfc(,/4D(t-t0))] %

(4-13)

Die Funktion erfc (Komplement der Fehlerfunktion erf) verlduft wie eine an einer vertikalen
Achse gespiegelte s-Funktion, die wiederum als Integralfunktion einer Gaul3funktion beztiglich
des Ortesr verstanden werden kann.

Ein zweiter einfacher Fall ist die eindimensionale Diffusion von Teilchen, in der Praxis erreicht
durch ihre Begrenzung innerhalb einer Rohre (Abbildung 4.1B). So ist es denkbar, eine Réhre
durch eine Trennwand in zwel Reservoire - eines davon ist mit Tellchen einer konstanten
Konzentration beflllt, eines nur mit Medium - zu unterteilen. Zum Zeitpunkt t=0 ist dann C=0
fir x<0 und C=C, fur x>0. Dieser Fal dient in der Praxis zum einfachen Messen von
Diffusionskoeffizienten. Die L&sung des zweiten Fickschen Gesetzes zeigt Gleichung (4-14).

C X
C(x,t) =—2[1+erf
e i
E: Co er%l;
x /4p Dt (4-15)
fC_-x1C
fi 2t fix (4-16)

Man kann nun die zeitliche oder réumliche Entwicklung von C mathematisch beschreiben ((4-
15) und (4-16)) und D bestimmen.

Eine Klasse von wichtigen Losungen fir das zweite Ficksche Gesetz stellen Systeme mit
stationaren Losungen dar. Hier erfolgt die Diffusion ausgehend von einer ,, Tellchenquelle, und
endet an einem Adsorber. Der Diffusionsprozefd wird also nicht mit einer Gleichverteilung im
Medium nach unendlich grof3er Zeit enden, sondern mit einer Gleichgewichtsverteilung mit
hohen Konzentrationen nahe der Quelle und niedrigen nahe dem Adsorber. Man kann solche
Systeme ganz einfach erkléren: Das Konzentrationsgefélle zwischen Quelle und Adsorber ist
konstant. Die zweite Ableitung der Konzentration beziglich des Ortes ist Null. Nach
Gleichung (4-11) ist dann auch die zeitliche Anderung der Konzentrationsverteilung Null. Das
System befindet sich im Gleichgewichtszustand. Die exakte Form der Konzentrationsverteilung
C(r) héngt nur mehr von seiner Geometrie ab. Als Beispiel sei hier eine as Adsorber wirkende
Kugel mit Radius r=a in einem unendlich groffen Medium betrachtet. Die Konzentration in
unendlicher Entfernung zur Kugel sei Co. C(r) ist dann in Gleichung (4-17) angegeben, der
radial zur Kugelmitte gerichtete TeilchenfluB in (4-18), die Rate k;, mit der die Teilchen in
Richtung der Kugelmitte wandern in (4-19).
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Abbildung 4.3 Funktionsverlauf von <r’(t)> gemaf Gleichung (4-35) nach [111]

Fir a=0ist der Kurvenverlauf linear, fur positive a links-, fir negative a rechtsgekr immt.

4.1.5 Berechnung des Diffusionskoeffizienten mit dem Gesetz von Einstein-Stokes

In diesem Abschnitt wird gezeigt, da3 der Diffusionskoeffizient eine Grofde ist, die lediglich
von Ausdehnung und Geometrie des diffundierenden Teilchens und der Viskositét h des
umgebenden Mediums abhéngig ist.

Nach Gleichung (4-36) kann der Diffusionskoeffizient D bestimmt werden, wenn die
Reibungskoeffizient f bekannt ist.

f (4-36)

f selbst ist eine Funktion von h. Der funktionelle Zusammenhang f(h) ist fir ein kugelférmiges
Teilchen mit hydrodynamischem Radius a aus Gleichung (4-37) zu entnehmen. a entspricht fir
ungel adene makroskopische Mol ekile etwa dem tatséchlichen Teilchenradius.

fKugel = a)h a (4_37)

Aus Abbildung 4.4 wird ersichtlich, wie f fiur scheiben- und ellipsoidférmige Teilchen von h
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lc,a- 3 b firafr£hb
cr=i b2
Ic,-1) furbEr £¢
i r c-b (4-20)

Mit dem ersten Fickschen Gesetz ergibt sich der radiale Teilchenflul? (4-21). Die beiden Raten
erhalt man, wenn man J(b) mit der Kugelschalenflache A=4pr® multipliziert. K, gilt fir den
Fall r£ b, ko fir r3 b (4-22).

}"Dcm%bb furafr£b
Jr(r)_l (l; b-a
I DC,— firbEr £c
i r‘c-bp (4-21)
_ b _ b
kln _4p DaCO -koul _4p DCCO
b- a, c-b (4-22)

Die Wahrscheinlichkeit der Adsorption eines Teilchens, das bei b startet, ist der Quotient in (4-
23). Er geht gegen a/b fals ¢ sehr grof3 wird. Die Adsorptionswahrscheinlichkeit fur diesen
Grenzfall p sinkt mit 1/b.

p = Kn _a(c-b)
« kin +koul b(C' a)

(4-23)

Betrachtet man die Kugel als Non-Adsorber, ist die durchschnittliche Anzahl vergeblicher
Adsorptionsversuche, ausgehend von b - aso der Wanderungen von b Richtung
Adsorberoberfléche - bis zum Wegwandern in die Region aufferhalb von b in Richtung ¢, <n>
(4-24). p ist wieder die Kontaktwahrscheinlichkeit des Teilchens an der Kugel, wie oben
beschrieben. (1-p) ist die Wahrscheinlichkeit fir ein Teilchen, das bei b startet, in Richtung c zu
wandern. Falls b nicht wesentlich grof3er ist als a, durchléuft ein Teilchen eine riesige Anzahl
von Kontaktversuchen, bis es schliefllich aus dem Bereich in der N&he des Adsorbers
verschwindet.

d a
<n>=gnp"(l- p)= =
n=0 -a (4-24)

Um ein MaR fur die zeitliche Verarmung an diffundierenden Teilchen in einer Ldsung zu
bekommen, wir im folgenden das mathematisch einfachere lineare Modell betrachtet.



50

Die mittlere Zeit W(x), in der ein Teilchen von einem beliebigen Startpunkt x aus an einem
der beiden Adsorber des linearen Modells gefangen wird, kann aus folgender
Differentialgleichung ermittelt werden (4-25).

112w+1_

(> D (4-25)

Die Losung des Problems zeigt (4-26).

W) == (bx- x)
2D (4-26)
b? b?
<W >=— <W >=
Fir zwei Adsorber gilt: 3D : fir einen Adsorber: 12D

Falls nur bei x=0 ein Adsorber auftritt und x=b nur eine Reflexion beschreibt, steht statt b dann
2b in (4-27). Uber die Beziehung (4-28) kann die Uber ale Startpositionen gemittelte
Adsorptionszeit <W> bestimmt werden.

<W >= 1 QV()dx
b (4-27)

4.1.4 Diffusion mit Drift

Bislang wurde Diffusion ohne Einwirkung einer @uBeren Kraft F, auf ein diffundierendes
Teilchen betrachtet. Tritt die Beschleunigung a auf, veréndert sich im mikroskopischen
Random Walk Modell die Position eines Teilchens von einem Elementarschritt zum néchsten
gemai (4-28).

t
X(n) =x(n- D vt + cptdt
0 (4-28)
Ist a konstant, bewegt sich das Tellchen im Verlauf eines Elementarschritts der Zeitdauer t mit
der Geschwindigkeit +v, + vgweliter, wobel vy durch (4-29) beschrieben wird.

vy = >
(4-29)

Das erste Ficksche Gesetz mit Drift als Stérung (vq konstant) des Diffusionsprozesses, kann
gemai (4-30) mit vp a's Konstante formuliert werden:
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[®

Jy,=-D—+v,C
fix (4-30)
Das zweite Ficksche Gesetz lautet dann:
2,
fe_pre 1
It (Tx) Tix (4-31)

Die Ldsung des eindimensionalen Problems mit Eindiffundieren einer begrenzten Teilchenzahl
aus einer Mikropipette in ein unendlich grof3es Reservoir mit Driftgeschwindigkeit v lautet jetzt
analog zu (4-15) wie in (4-32) dargestellt.

E _ Co C(x-w)?

- e 4Dt

fix  4p Dt (4-32)
Fir <x*> berechnet sich:

< x? >= 2Dt + (vt)? (4-33)

In drei Dimensionen gilt (4-35) bzw. mit nicht konstanter Drift-Geschwindigkeit (4-36).

<r?>=2iDt+Vv?%2%ini- Dim (4-34)

<r?>=2iDt +(¢ptdt)?ini - Dim (4-35)

In Abbildung 4.3 ist die Abweichung im Funktionsverlauf von <r(t)> vom linearen Verhalten
durch den Einflul einer externen Kraft dargestellt. Bei positiver Beschleunigung steigt die
Kurvelinks- bei negativer Bescheunigung rechtsgekrimmt an.
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Die Formel (4-43), findet sich in der Literatur [114]. Sie sollte exakter formuliert werden as
Integral Uber dn(t;) mit n als Wiederholungslaufzahl. Ersetzt man das Integral wieder durch ein
Summenzeichen, erhdlt man genau (4-41).

Man kann wiederum zeigen, dal? im Falle der freien Diffusion, bei der kein Teilchen die Grenze
erreicht, die durch den eindimensionalen Ausdehnungsparameter L beschrieben wird, fur r(t)
(4-44) gilt.

r (t) =2iDtini- Dim falls4D << L? (4-42)

Im Falle der Diffusion im begrenzten Gebiet konvergiert r (t) (bzw. <r®>) gegen einen von der
Geometrie der Begrenzung abhangigen konstanten Wert. Die Mef3methode des Single Particle
Tracking ganz allgemein mif3 fir unendlich grol3e Zeitfenster daher immer folgendes:

4D A® ¥ . o
r(¥) 1 R? Bestimmung von D bei freier Diffusion immer mdglich
: a2 Bestimmung des Radius R eines Kreises als Begrenzung

f 3 Bestimmung der Seitenlange a éines Quadrates als Begrenzung 4. 45

Die beiden weiteren hier nur kurz erwdhnten Methoden zur Diffusionsmessung, die
Fluorescence Correlation Spectroscopy (FCS) und die Methode der Fluorescence Recovery
after Photobleaching (FRAP; ein Review fir beide Methoden ist [115]), gehen auf die sog.
Paositions Korrelations-Funktion (4-46) zurlick

g, (t) =<[r (t)r (0)] >= O rr P(r")P(r' #u® r;t)drdr'=
%(‘x‘jrz +172- (r - I"?IP(r)P(r %6® r;t)drdr=<r?®>- %r O]

2 2 \2
mit r’=rc+r-(r-r") (4-46)

Sie kann in zwei Summanden zerlegt werden, einen Geréteparameter <r>> und das Mean
Square Displacement. Leider ist die Literatur an dieser Stelle etwas uneinheitlich. Das hier
eingefiihrte <r®> ist hier das quadratische Mittel aller Ortsvektoren r im Raum, die as

Startpositionen eines Wanderungsschrittes auftreten konnen. <r% ist deshalb ein MaR fir die
Begrenzung des untersuchten Gebiets. Fur freie Diffusion ist die Korrelationsfunktion g(t)
nicht definiert. Formal betrachtet, sind Methoden, die Uber Korrelation (gemad (4-46))
Diffusion messen, daher solche, die per Methode ein begrenztes Gebiet untersuchen, in dem sie
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Abbildung 4.4 Reibungskoeffizienten f (h) fir eine flache Scheibe (links) und ein
zigarrenformiges Ellipsoid (rechts) nach [111]

f, und f, sind Reibungskoeffizienten fir bestimmte Orientierung des geometrischen Korpers
zur Bewegungsrichtung (vorgegeben durch Pfeil). Die dritte angegenbe Reibungskoeffizient
Uber alle Orientierungen gewichtete Mittelwert von f; und f,. Die f-Werte fir das
zigarrenférmige (Hauptachse a > Nebenachse b) Ellipsoid sind grobe Naherungen fur stark
unterschiedliche Achsen (a>>b).

Will man die Reibungskoeffizienten f von Kugel und Ellipsoid miteinander vergleichen, ist es
sinnvoll beide Objekte auf gleiches VVolumen zu normieren.

Im Grenzfall a=b muR3 der Quotient aus den Reibungszahlen beider Objekte Eins ergeben.
Ansonsten sollte das Objekt mit der gréReren Oberfléche, also das Ellipsoid, den groRReren
Reibungskoeffizienten aufweisen. Abbildung 4.5 zeigt adlgemein das Verhdtnis der
Reibungskoeffizienten von Kugel zu Ellipsoid fur variables b/a.

In der Praxis l&3 sich mit der Uberlegung, dargestellt in dieser Abbildung, jedes ellipsoide
Teilchen mit einer maximalen Fehlergenauigkeit von 20% als Kugel annghern. Wenn man die
Viskositdt des Mediums kennt, kann man abhdngig vom Teilchenradius den
Diffusionskoeffizienten D nach (4-37) berechnen. Die Viskositdten fir in dieser Arbeit (siehe
Kapitel 7.5) relevante Medien sind tabellarisch dargestellt:

Medium (Massenverhaltnis) Viskositét h [g/(sm)] bei Raumtemperatur
Wasser 0,89
TRIS-Pufferldsung (w=30%) 141
Glycerin 934
Wasser:Glycerin (1:1,25) 8,34
Wasser:Glycerin (1:5,25) 84,3

Tabelle 4.1 Viskositaten ausgewahlter Medien bei Raumtemperatur nach [ 109]
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Abbildung 4.5 Smulation der Abhéngigkeit des Reibungskoeffizienten f fur ein allgemeines
Ellipsoid nach [251,111] relativ zum Reibungskoeffizienten fir eine Kugel fxuge gleichen
Volumensin Abhangigkeit des Verhaltnisses von Neben- zu Hauptachse b/a.

Der linke Kurvenast beschreibt zigarrenférmige (b<a), der rechte diskusférmige (a<b)
Ellipsoide. Die Asymmetrie der Kurve rihrt daher, daf? die Nebenachse b eigentlich fir zwei
Achsen steht, a nur einmal vorkommt (siehe Abbildung 4.4). Man erkennt, daf3 fir 0,25 < b/a
< 4 Ellipsoide einen Reibungskoeffizienten haben, der weniger als 20% von dem einer Kugel
gleichen Volumens abweicht. Die gestrichelte Kurve zeigt die in Abbildung 4.4 eingefuhrte
Né&herung fUr zigarrenférmige Ellipsoide.

4.2 Methoden der Diffusionsmessung

In diesem Abschnitt wird die Idee von drei experimentellen Methoden zur Diffusionsmessung
mit Hilfe von Fluoreszenzdetektion kurz beschrieben. Diese drei Techniken sind Single Particle
Tracking, Fluorescence Correlation Spektroscopy und Fluorescence Recovery after
Photobleaching.

Beim sogenannten Single Particle Tracking (SPT; vergleiche Review [110]) nimmt man mit
mikroskopisch bildgebenden Verfahren in der Regel zweidimensionade oder in zwel
Dimensionen projizierte Trajektorien von einzelnen diffundierenden Teilchen auf. Dabel wird
eine Bilderfolge mit konstantem Zeitintervall zwischen der Einzelbildaufnahme generiert [29,
112]. Statt der Konzentrationsverteilung C im Ensemble wird die Wahrscheinlichkeits-
verteilung fir Einzeltellchen betrachtet. Sie geniigt wieder dem zweiten Fickschen Gesetz (4-
38).

1 2
—P(r,t) =DN*P(r,t
It (r,t) () @38)
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Die Losung fur ein Teilchen mit Startpunkt r=0 entspricht dem in Abbildung 4.1 dargestellten
Fall des Eindiffundierens aus einer Mikropipette. Die zweidimensionale Lésung Pdr? - man
beachte das quadratische Differentid - gibt die Wahrscheinlichkeit an, ein Teilchen, das zur
Zeit t=0 bel r=0 gestartet ist, zur Zeit t in einem Radius r zu finden.

2

P(r2,t)dr? =i2er"7dr2 mit r,” = 4Dt
fo (4-39)

Eine elegante mathemati sche Umwandlung von (4-39) stellt (4-40) dar.

2 2

2
0

P(r,t) = (‘Jize?dr2 =l-e"
ofo (4-40)

Diese Funktion kann fiir konstantes Zeitfenster t mit dem Parameter r¢? gefittet werden, wenn
man die Werte r? fiir viele Einzelbewegungsschritte beliebig vieler Teilchen mik. Man kann
zeigen [113], daB fir ro? gilt r> = <r®> = 4Dt (vergleiche Gleichung (4-39) und (4-5)). Damit
wird D bestimmbar. Ausfuhrlicher wird die Methode des Single Particle Tracking am
konkreten Experiment im Kapitel 7-4 beschrieben.

Eine andere Auswertung zu dieser Methode der Bestimmung von <r’> mittelt einfach die r*
Werte (iber alle Einzelbewegungsschritte im Zeitfenster t=Dt. <r?> entspricht dann dem sog.
Mean Sguare Displacement MSD (4-41).

1 o )
MSD(Dt) = a1 alr)-r)l

Dt=t; - t;

D=ty (4-41)

Die algemeine Definition des Mean Square Displacement mit der Bezeichung r (t) lautet
[114]:

r(t):=<[r(t)- r(0)]? >= OoPE)(r - r)2P(r" #® r;t)drdr (@-42)

P(r) ist dabel die stationdre Wahrscheinlichkeitsverteilung zur Zeit t=0, P(r®r;t) ist die
Ubergangswahrscheinlichkeit, ein Teilchen, das vorher bei r” war, nach t bei r zu finden und (r-
r')? ist der Ubergangsoparator. Diese Gleichung IRt sich, da der Prozess véllig unabhéngig
von der Startzeit t=0 des Experiments ist und jede Einzelwanderung unabhéngig zur anderen
bel t=t" beginnt, zu (4-43) vereinfachen.
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<r?>=4Dt (4-52)

<r?>= 4Dt (4-53)

<r2>= 4Dt +(vt)? (4-54)
aADt

<r?>=<ri >[1- Ae <] (4-55)

Die zugehtrigen Graphen zu diesen Gleichungen zeigt Abbildung 4.6.

In Gleichung (4-53) ist a <1, in (4-54) ist v die Driftgeschwindigkeit. Directed motion ist
nichts anderes as die Diffusion mit Drift, wie sie in Kapitel 4.1.4 beschrieben wird. In (4-55)
ist <r> der quadratische Durchmesser des begrenzten Raums bei kreisférmiger Naherung und
zweidimensionaler Bewegung. A; und A, sind geometrische Parameter des begrenzten Raums,
der in der Literatur auch als Koralle bezeichnet wird.

Anomale Diffusion tritt in Folge der Wechselwirkung des diffundierenden Teilchens mit sog.
Obstacles in einer Art elastischer Stof3 oder mit Traps als tempordre Adsorption oder as
anderer inelastischer Vorgang auf. Fur zweidimensionale Diffusionsprozesse gibt es eine Reihe
von Simulationen, die im wesentlichen zwei Féle unterscheiden: Diffusion in Gegenwart von
zufdllig verteilten punktformigen Obstacles [170] ist anomal fur kurze Zeitfenster, aber normal
fir Zeitfenster oberhalb der sogenannten crossover time t.. Lediglich der Diffusionskoeffizient
ist in diesem Fall kleiner as bel freier Diffusion in Lésung vergleichbarer Viskositdt. Mit
Zunahme der Obstaclekonzentration sinkt a, t steigt. Steigt die Konzentration weiter an, wird
te unendlich grol3, es tritt nur mehr anomae Diffusion auf (Percolationspunkt). Das
Diffusionsverhaten von Teilchen hingegen, die in sog. Traps gelangen oder an Obstacles
binden, ist anomal Uber alle Zeitbereiche. Da solche Prozesse sehr komplex sind und nicht mehr
leicht zu simulieren sind, sei hier nur auf die entsprechende Fachliteratur verwiesen [171, 172].
Anomae Diffusion wurde erstmals von Ghosh beschrieben [173] Er untersuchte die
Wanderung sog. LDL-Rezeptoren auf Zellmembranen mit SPT und stellte, dabei fest, dal3 50%
der Trajektorien anomale Diffusion mit 0,2< a < 0,9zeigten. Auch Ubergénge von normaler zu
anomaler Diffusion konnte an einzelnen Trajektorien gezeigt werden. Dieser Effekt 183t sich
dadurch erkl&ren, daf3 verschiedene Doménen auf der Membran existieren.

Diffusion in begrenztem Bereich kann verschiedene Ursachen haben: Ein Teilchen kann sich
innerhab einer geometrischen Begrenzung befinden, kann aber auch an eine immobile Stelle in
seiner Umgebung wie durch eine Leine gebunden sein [174]. Im einen Fall gibt <r> das
Quadrat des Radiuses der kreisférmigen Begrenzung, im anderen Fall das Quadrat der Lénge
der Leine an. Confined Motion wurde erstmals Uberzeugend von Kusumi im SPT-Experiment
anhand der Wanderung von Transferrin Rezeptoren auf Fibroplasten gezeigt [128, 175].

Directed motion ist die Uberlagerung einer systematischen gerichteten Bewegung mit
konstanter Geschwindigkeit und der Diffusionsbewegung eines Teilchens. Das mobile Teilchen
koppelt an ein sich gerichtet bewegendes System an. Sobald das Teilchen den Bereich im
System verl&f3, der mit bestimmter Geschwindigkeit driftet, diffundiert es wieder frei [176].
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Wanderungsprozesse (die selbst auch freie Diffusion darstellen kénnen) betrachten. Gelingt
die Charakteriserung eines bel der Messung intrinsisch vorliegenden ortsabhéngigen
Parameters, kann auch die Autokorrelationsmessung das Mean Square Displacement
gleichwertig bestimmen.

Bei der Methode der FCS wird die Wanderung von Teilchen in einem beugungdimitierten
Laserspot untersucht. Der charakteristische ortsabhangige Parameter ist die Halbwertsbreite
des GauRprofils v o? (zweidimensionale Naherung in Gleichung (4-47)).

2

() =1e" (4-47)
Die Autokorrelation selbst lautet vereinfacht [115]:
_ 1
g.() =1+a(—~)
1+—
to (4-48)

Zur Bestimmung von D gemaR (4-49), muR man Vo kennen und tp durch Fit der
Korrelationsfunktion bestimmen.

D (4-49)

Neben der FCS kann Diffusion auch mit FRAP-Experimenten [114] untersucht werden. Die
Funktion f(t) gibt dabei das zeitabhdngige Wiederauftreten von Fluoreszenz durch das
Eindiffundieren von Teilchen in einen mit einem Laser ausgebleichten Fleck an (4-50). Es tritt
wie bei der FCS die GréRe tp(D, v o%) auf, aus der letztendlich D bestimmt werden kann. k ist
die Bleicheffizienz, t; =v o/vq ist die fur einen meist in Systemen, die mit FRAP untersucht
werden, auftretenden systematischen Drift (vergleiche Kapitel 4.1.3) der Geschwindigkeit vgy
charakteristische Zeitdauer.

Ly
7(ﬁ)

to (4-50)

Fdlls kein effektiver Massentransfer auftritt (t>>tp), vereinfacht sich die Gleichung (4-50) zu
(4-51).
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to (4-51)

Aus dieser wird in der Praxistp(D, v o) ermittelt.

Obwohl SPT, FCS und FRAP prinzipiell gleichwertige Informationen zur Charakterisierung
von Bewegungen liefern, gibt es einige praktische Vorteile des Single Particle Trackings [110].
Die Ortsauflésung ist v.a. im Vergleich zu FRAP bis zu zwei GrofRenordnungen besser. Damit
wird es moglich, kleine Doménen zu charakteriseren [114]. SPT liefert individuelle
Informationen Uber die Wanderungsbewegung von Molekilen, wohingegen FCS und FRAP
Uber viele hundert oder tausend Molekile mitteln. Damit kdnnen nur mit SPT Subpopulationen
von wanderenden Molekiilen identifiziert werden. Im Extremfall kénnen sich Anderungen der
Bewegungsart an der individudlen Trajektorie verfolgen lassen.

4.3 Diffusion in biologischen Systemen

Diffusion in biologischen Systemen wurde erstmals mit Hilfe von FCS in den 70er Jahren an
DNA-Intercalations-Systemen von Madge und Elson durchgefuhrt [116]. Etwas spéter
gelangen mit Hilfe der FRAP-Technik eine Reihe von Experimenten mit Fluoreszenzlabeln auf
Zellmembranen [117-121]. Bereits 1982 wurden in der Gruppe von Webb SPT-Experimente
mit vielfach fluoreszenzgelabelter Lipoprotein-Rezeptoren [122] auch auf Zellmembranen
durchgeftihrt. De Brabander entwickelte in den 80er Jahren die sog. Nanovid-Mikroskopie, bei
der as Label kolloidae Goldpartikel eingesetzt werden [123]. Durch den Einsatz von
Verfahren der Differenz-Interferenz-Kontrast-Mikroskopie, die auf Sheetz zuriickgeht [124,
125], wurde die Verwendung von Gold-Partikeln, die as Streukorper lichtschluckend wirken
(dunkle Spots im Weilllichtmikroskop), zu einem wichtigen Standardverfahren fir die
Charakterisierung aler moglicher Wanderungen auf Zellmembranen [126 - 130]. Neben Gold-
Partikeln und fluoreszenten farbstoffgetrénkte Latexkiigelchen von variablem Radius, sog.
Beads, wurden seit Ende der 80er Jahre Fluoreszenzlabel, bestehend aus vielen Farbstoffen, fur
SPT Experimente auf Zellmembranen eingesetzt [113, 131-134]. Diese wurden mit Hilfe von
Antikorpern, Lipoprotein-Molekilen, Lipidmolekilen, Phycobiliproteinen [135] oder dhnlichen
makromolekularen Strukturen [136] an die eigentlich zu beoachtenden Teilchen angebunden.
Solche Label waren in der Regel 30 -100 nm grof3 [137] und beeinflussen auf Grund ihrer
Grole oder auch ihrer Bindungsféhigkeit die Diffusionseigenschaften des Originalmolekils
unter Umsténden drastisch [127, 138]. Einzelmolkil-sensitive Experimente zur Diffusion
wurden erstmals Anfang der 90er Jahre durch die Weiterentwicklung der FCS in der Gruppe
von Rigler mdglich [139, 33]. SPT-Versuche mit einzelnen Farbstoffmolekilen wurden erst
spéater Mitte der 90er Jahre von Schmidt und Schindler durchgefihrt [29, 76, 105]. Kirzlich
gelangen dort auch erste Einzelmolekiilexperimente auf den Membranen Iebender Zellen [141].
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Die Bedeutung von FCS liegt in der hohen Zeitauflosung (ps bis s), in der die Diffusion von
kleinen Biomolekiilen, wie etwa Nucleinsduren [140], verfolgt werden kann. AulRerdem hat
FCS ein hohes Mal3 an analytischem und diagnostischem Potential erreicht [141-144]. Die
einfache und schnelle Versuchsdurchfiihrung inklusive Auswertung hat bereits biotechnische
Anwendung, wie beim fast enzyme screening [145, 146], erlangt. Reine FCS-Experimente in
Zellen sind bis heute jedoch nur wenige durchgefiihrt worden [147-151].

FRAP wurde eigens fir Untersuchungen auf kinstlichen oder lebenden Zellmembranen
entwickelt [115]. Experimente in Zellen (Zellplasma wie Zellkern) wurden seit Mitte der 80er
Jahre gemacht [152-154]. Inzwischen ist bereits von Versuchen, die Diffusionskoeffizienten in
Zellorganellen bestimmen, berichtet worden [155, 156]. In vielen Experimenten wird die
groRenabhangige Diffusion von Makromolekiilen, wie DNA oder Dextranmolekiilen, innerhalb
von Zellen nachgewiesen [152-154, 157,158]. In einigen Fallen ist alerdings im Cytoplasma
und im Zellkern keine grofRenselektive Diffusion gefunden worden [159]. Die Viskositét in
Cytoplasma und Zellkern ist in der Regel nur wenig, maxima um 50% grof3er as die in
wal¥iger Losung. Dies konnte unter anderem mit Hilfe von Rotations-diffusionsmessungen mit
kleinen Molekilen gezeigt werden [160,161]. Dennoch zeigen viele biologischen
Makromolekile um Faktor 4 bis 5 langsamere Diffusion im Zellplasma as in Wasser [134].
Eine mogliche Erklérung ist die weiter unten ndher erléuterte Annahme der anomalen
Diffusion von Makromolekilen. Sie kann im Zellplasma auf die siebartige Wirkung von
Skeleroproteinen und anderen zelluldren Komponenten zurtickgefihrt werden [162, 163]. Da
FRAP-Experimente mit unphysiologisch vielen Makromolekillen arbeiten, kann es zu
systematischen Verfaschungen bei der Messung von Diffusionskoeffizienten kommen. So
wurde fir DiffusionssMessungen von DNA-Strdngen im Zellkern absolute Immobilitét
gefunden, bel Dextranmolekulen vergleichbarer Grofe in gleichen Zellen dagegen nicht [159].
Man nimmt an, dal3 die DNA-Strange in grofRer Menge verklumpen, was natirlich bel geringen
Konzentrationen nicht vorkommt. Mittlerweile ist man dazu Ubergegangen, solche
Verhaltensweisen durch Simulationen erkennen zu kénnen [164, 165].

SPT-Experimente sind mittlerweile an einer Reihe von Rezeptoren auf Membranen
durchgefihrt worden [166]. In alen Fallen wurden Abweichungen vom freien
Diffusionsverhalten gefunden [167, 168]. V erschiedene Bewegungsarten (Naheres siehe unten)
sind auf ein und denselben Zellen gefunden worden [128, 135, 169]. Das Auftreten dieser
Bewegungstypen hat theoretische Uberlegungen nitig gemacht, die die Abweichungen vom
normalen Diffusionsverhalten (Brownsche Molekularbewegung) erkléren konnen. Diese
werden im folgenden Absatz kurz eingefuihrt.

Trajektorien individueller Proteine, Lipide oder anderer Bio-Makromolekile auf
Zellmembranen, in Zelorganellen, im Zelplasma oder im Zellkern lassen sich nach
verschiedenen  Bewegungsarten  unterscheiden. Neben der reinen  Brownschen
Molekularbewegung (freie Diffusion) zeigen viele Partikel komplizierter zu beschreibende
Bewegungstypen, wie gerichtete Bewegung (directed motion), anomale Diffusion und
Bewegung in begrenztem Raum (confined motion) [110].

Anhand des zeitlichen Abhangigkeit des MSD (<r*>) lassen sich die einzelnen Bewegungstypen
mathematisch fassen.

Gleichung (4-52) zeigt freie Diffusion, Gleichung (4-53) anomale Diffusion, (4-54) directed
motion und (4-55) confined motion.
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Rep-Proteine kodieren. Sie starten entweder am p5-Promotor oder am p19-Promotor. Die
Lange der Sequenz der abgebildeten Rep-Proteine betrégt 300 bis 600 Aminoséuren [182].
Am 3-Ende der DNA liegt der offene Leserahmen ,cap,, der fur drei Kapsidproteine (VPL,
VP2, VP3 - VP steht fur ,vira particle,) kodiert. Die entsprechenden mRNAS starten am p40-
Promotor. Die Sequenz der Kapsid-Proteine umfafdt etwa 600 bis 800 Aminosdureeinheiten.
Cap- und Rep-Proteine weisen eine Halbwertszeit von etwa 15 h, die entsprechenden mRNAs
von etwa 4-6 h auf [184, 185]

4.2 kb
3.9kb
3.6 kb
3.3kb
2.6 kb
2.3kb
2.3 kb (minor)

[ ] Rep78
[ ] 0 Rep68
I Rep52
I 0 Rep40

[ J VP1

[ J VP2

] VP3

Abbildung 5.2 Genomorganisation von AAV2 [177]

Die Lange des DNA-Stranges von 4,7 kb ist schematisch in 100 Einheiten aufgeteilt. An
Anfang und Ende befinden sich die invertierten terminalen Repetitionen (ITR). An den
Positionen 5, 19 und 40 liegen die Promotoren , von denen aus die einzelnen mMRNAs
transkribiert werden. Darunter gezeichnet sind die unterschiedlich langen mRNA-Srénge
(4,2 kb bis 2,3 kb), die in der Reihenfolge von oben nach unten fiir die entsprechenden
Proteine Rep78 bis Repd0 bzw. VP1 bis VP3 (ebenfalls von oben nach unten dargestellt)
kodieren.
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Abbildung 4.6 <r’> als Funktion der Zeit t fiir vier verschiedene Bewegungstypen nach [110]

Die schwarze Gerade zeigt freie Diffusion, die rote Kurve anomale Diffusion. Griin gezeichnet ist der Graph fiir
directed motion und Magenta die Kurve fiir confined mation.



62

5. Adeno-Assoziierte-Viren (AAV)

Adeno-assozierte Viren (AAV) sind Mitglied der Familie der Parvoviridiae, die aus linearer,
einzelstrangiger DNA (einer Lange von etwa 5000 Basen) und einem ikosaedrischen,
unbehiillten Kapsid (eines Durchmessers von 18-30 nm [186]) bestehen. Es sind keine
kleineren DNA -Viren bekannt. Die Unterfamilie der Parvoviridiae kann klassifikatorisch
unterteilt werden in AAV(Gattungsname Dependoviren), autonome Parvoviren und die sog.
Densoviren. Die ersten beiden Gattungen infizieren Wirbeltiere, die letztere Insekten.

Die Fahigkeit von AAV, sich in vitro ortsspezifisch und stabil in das zelluldre Genom zu
integrieren, und die Tatsache, da3 die Infektion keine schwerwiegenden Erkrankungen
hervorruft, lassen diese Viren ds geeignete Vektoren fir gentherapeutische Ansitze
erscheinen. Zunéchst soll auf die allgemeine Bedeutung dieser Virusgattung auch anhand der
Historie eingegangen werden [177].

5.1 Bedeutung und Replikation

Adeno-assoziierte Viren treten as Begleiter von Adenoviren auf. AAV2 wurde erstmals als
Kontamination von Adenoviren entdeckt (daher auch die Namensgebung). Erst spéter wurde
AAYV als eigene Virusgattung identifiziert. Die Nummern in der Namensgebung bezeichnen
unterschiedliche Serotypen, von denen nur wenige gut charakterisiert sind, eben AAV2,
AAV3, AAV4, und AAV6. Diese vier Typen infizieren Menschen durch Tropfcheninfektion.
Nach der Primérinfektion im Kindesalter liegen die Viren im latenten Stadium vor. Man geht
davon aus, dald 90% der Erwachsenen mit AAV infiziert sind. Trotz der hohen
Durchseuchungsrate kennt man keine Erkrankungsbilder, die auf AAV-Infektion zuriick-
gehen. 1gG-Antikorper existieren gegen die Strukturproteine (ELISA-Test). IgM wird bei
Schwangeren nachgewiesen. Frische Infektionen sind praktisch nicht nachweisbar, da keine
Symptome auftreten. Es gibt weder Impfstoffe noch Therapeutika. Beides scheint allerdings
auch unnétig. [178]

Die Vermehrung von AAV ist in der Regel nur durch Helferviren, wie Adenoviren (Ad),
Herpes Simplex oder andere moglich. Zwar geht man davon aus, dal3 die AAV-DNA ohne
Helfer stabil ins menschliche Chromosom 19p integriert wird, was postuliert fur AAV2 [179],
aber umstritten fir rekombinantes AAV ist, jedoch scheint fir die produktive Vermehrung die
Induktion von Hilfsfunktionen innerhalb der Wirtszelle notwendig zu sein. Diese Induktion
wird in der Regel durch Helferviren hervorgerufen, ist aber unter besonderen Bedingungen
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auch durch Karzinogene moglich. Abbildung 5.1 zeigt den Lebenszyklus von AAV mit Ad
as Helfervirus.

AAV S Ad é
2
Koinfektion
Infektion

T Wirtszelle —

v/\v \
VAVA!
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Abbildung 5.1: Lebenszyklus von AAV nach [177]

Nach der AAV-Infektion wird die Viruss-DNA stabil in das Genomim Zellkern der Wirtszelle
eingebaut. Durch Ko-Infektion (z.B. mit Ad) wird die produktive Virusvermehrung von AAV
(und Ad) in Gang gesetzt.

5.2 Genomorganisation von AAV

Die DNA von AAV ist einstréngig und umfal3t 4 700 Basen. Das Genom von AAV2 besteht
aus drei funktionellen Untereinheiten, den terminalen invertierten Wiederholungen ITR, dem
sog. ,,rep, -und dem sog. ,,.cap,- Gen.

Die 145 bp langen ITRs sind Replikations-Starter. Auferdem spielen sie sowohl bel der
Integration des Virus in das Genom der Wirtszelle als auch bei der Freisetzung des AAV2-
Genoms eine Rolle [180, 181].

Am 5-Ende der DNA befindet sich der offene Leserahmen ,rep,, der die sog. Rep-Proteine
kodiert. Diese sind Nicht-Struktur-Proteine, die vielfdtige, regulatorische Funktionen haben.
Abbildung 5.2 zeigt schematisch die einge tausend Basen langen mRNAS, die fur die einzelnen
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2) Wegen seiner variabelen Einsetzbarkeit kann AAV fir viele potentiell zu infizierende

Wirtszellen in Frage kommen.

3) Die Genexpression in Versuchstieren hat sich as sehr langfristig stabil erwiesen, im

Einzelfall Uber 1 Jahr nach einer einzigen Infektion.

4) Die Struktur von AAV ist stabil und einfach gebaut, was Reinigung und Konzentrierung

relativ einfach macht.

5) AAV kann in nicht-teilende bzw. post-mitotische Zellen eingebaut werden. Hierzu muf? das

einzelstrangige AAV-DNA-Templat in einen Doppelstrag umgebaut werden, was zumindest in

vitro schon gezeigt werden konnte [192]

6) rAAV wird vom Korper erkannt, ohne dal3 Antikorper gebildet werden. Man spricht von

einer niedrigen Immunreaktion des Korpers.

Den Vorteilen dieser Vektorsysteme stehen eigentlich nur zwei wesentliche Nachteile

gegeniiber:

1) Mehr als 4100 bis 4900 Nukleotide sind nicht transportierbar. Die GroRRe des wild-Typ-

AAYV bleibt also fir die Genfahre mal3gebend. Die Gen-Kapazitét ist gering.

2) Das "Beladen das Shuttles' ist aufwendig und teuer. Hier sind aber Verbesserungen zu
erwarten.

Ein ganz entscheidender Punkt fur den moglichen Einsatz von rAAV in der Gentherapie ist das
steuerbare Targeting von Zielzellen, aso die spezifische Infektion ausgewahlter Zellen mit
anschlielfender Expression der gewiinschten Gene in den transduzierten Zellen und mit dem
letztendlichen Ziel der quaitativen und quantitativen Streuung.

Die allgemein mogliche Stategie des gezielten Rezeptor-Targetings nutzt aus, dal3 ein Virus
sich nur an Zellen bindet, die spezifische Rezeptoren exprimieren. Diese Rezeptorexpression
kann, wenn ndtig, durch gezielt applizierte Aktivatoren und Inhibitoren gesteuert werden.
Auch die Verknupfung des Kapsids mit rezeptor-erkennenden Molekilen ist moéglich. Dies
kann zum einen Uber vermittelnde Antikdrper und zum anderen durch mit dem Kapsid
fusionierte Liganden erfolgen. Ebenfalls denkbar ist die gentechnische Verénderung der
Kapsidoberflaiche eines Vektors. Damit werden rezeptor-erkennende Regionen gezielt
wandelbar. Das Wirkungsspektrum eines Virus kann mit der letztgenannten Methode komplett
verandert werden.

AAV?2 besitzt von Haus aus ein breites Wirkungsspektrum. Wahrend epithelidle Gewebe
effizient infiziert werden, trifft dies auf hdmatopoetische Zellen nur in geringem Mal3e zu.
Maoglicher Primérrezeptor fir die AAV2-Bindung ist Heparansulfatproteoglycan (HSPG). Es
kommt auf vielen Zellen (Zellarten) vor und konnte im wesentlichen das breite
Wirkungsspektrum von AAV2 erkléren [193]. Als Sekundérrezeptoren kennt man bislang den
Integrinrezeptor aybs, den Human Fibroblast Growth Factor (HFGFR) und das Glycoprotein
Nucleolin. Neben diesem ersten Bindungsschritt sind noch weitere zelluldre Prozesse
notwendig, um eine AAV-Aufnahme in die Wirtszelle zu ermdglichen. Genauer wird darauf
noch im folgenden Abschnitt eingegangen.

Auch wenn die Forschung in der Frage des gezielten Targetings von AAV erst am Anfang
steht, bietet das breite Wirkungsspektrum Vorteile fur auf AAV basierende Vektorsysteme, die
ihren Einsatz auch in vivo vielversprechend erscheinen lassen. Klinisch erprobt wurden bislang
folgende Einsatzgebiete [191]:

1) Hamatologische Erkrankungen (z:B. Sichelzellenanémie)

AAYV soll as Shuttle in entsprechende Precursor Zellen eindringen.

Genutzte Vorteile sind die langfristige Expression sowie die gezielte Integration von AAV
[194].

2) Neurologische Erkrankungen (z.B. Parkinson [211])
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5.3 Struktur des Kapsids

Abbildung 5.3:  Struktur des CPV-Kapsids

A: Kalottenmodell von CPV [187] Die b-Faltblétter der fUnffachen Zylinder sind rot
hervorgehoben.

B: Srukturmodell der CPV-Oberflache, basierend auf cryoelektronenmikroskopischen
Aufnahmen [187] (Auflésung 2,1 nm)

C: Rontgenstrukturmodell des VP2-Proteins von CPV, angeordnet an einer Ecke der
funfzahligen Symmetrieachse einer Zylinderstruktur [188].
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Alle Parvoviren sind vom Phénotyp her dhnlich aufgebaut. Ihr ikosaedrisches Kapsid besteht
aus den drei Strukturproteinen VP1, VP2 und VP3. Am besten charakterisiert ist die
Proteinhille eines autonomen Parvovirus mit Namen CPV. lhre Struktur kann in wesentlichen
Grundziigen auch fir die AAV-Proteinhiille angenommen werden. Das ikosaedrische Kapsid
von CPV besitzt einen Durchmesser von 25 nm. Es kann in 60 Symmetrieuntereinheiten
unterteilt werden. Von der einfachen Punktgruppenvorstellung ausgehend, besitzt das Kapsid
I-Symmetrie. Es gibt drei Polyeder, die die zugehdrigen Gruppeneigenschaften erfillen (24
Cs-Achsen, 30 Cs-Achsen, 15 C,-Achsen, Inversions-zentrum, 15 Symmetrieebenen und
dreierlei Sorten von Drehspiegelachsen, die aus den anderen Symmetrieelementen durch
Kombination entstehen konnen): den Ikosaeder, den Dodekaeder und das Footballen
(entspricht genau einem FufRball, der aus Finf- und Sechsecken besteht) [189]. Das Virus-
Kapsid besitzt ziemlich genau Footballen-Struktur (60 Ecken, 32 Flachen, 90 Kanten). Jede
Symmetrieeinheit kann einer Ecke eines Pentagons auf der Oberfléache zugeordnet werden.
Jedes Pentagon kann, ins Kapsid-Innere fortgesetzt, quasi as Zylinder betrachtet werden. Das
Kalottenmodell in Abbildung 5.3A zeigt (rot) die , pentagonalen Zylinder,,, die durch jeweils
funf VP-Proteine (genauer: deren b-Faltblétter) geformt werden. Die Rontgenstruktur des
VP2-Proteins von CPV (Abbildung 4-3C) zeigt einen der 60 Symmetrieeinheiten as
Ausschnitt. Die ersten 37 N-terminalen Aminosauren sind nicht auflésbar (zu geringe
Elektronendichte im Kristall). Verfolgt man die Struktur ab Aminosdure 38, ist das erste
Strukturmotiv das achtfach antiparallele b-Faltblatt (rot). Entlang der Cs—Achse liegt ein
weiteres b-Faltblatt, das fur die zylindrische Struktur bzw. die zylindrische Hohlraumbildung
mal3gebend sind (vgl. oben). Die in Richtung Kapsid-Oberfléache ragenden vier Loops sind mit
anderen Strukturelementen des Proteins fir die Ausbildung von Spikes, Taschen oder eines
Canyons verantwortlich. Ein Strukturmodell der Oberfléche anhand von cryoelektronischen
Aufnahmen zeigt Abbildung 5.3 B. Man erkennt wieder die finffach symmetrischen Zylinder
und um diese herum die Spikes und den Canyon der VP-Proteine.

5.4 AAV als Vektor in der Gentherapie

Will man an Stelle des AAV-Genoms ein anderes Genom, ein sog. Transgen, in das Virus-
Kapsid ,, verpacken,, mu3 man sich der im folgenden Absatz (Abbildung 5.4) beschriebenen
Technik [190] bedienen, bei der zwischen die beiden ITR-Enden des AAV-Genoms en
Transgen plaziert wird. Dieses Transgen kann nicht |&nger sein als das urspriingliche Genom,
also etwa 4,7 kBasen. Die entstehenden Viren heif3en rekombinante Vektoren rAAV des wild-
Typswt-AAV.

Zur produktiven Vermehrung von rAAV benttigt man zwei Plasmide. Das sog. Helferplasmid
tragt dabei nur das rep und cap-Gen, wéahrend das sog. Vektorplasmid das Transgen, an beiden
Enden ITR-flankiert, trégt. Beide Plasmide werden in HeLa-Zellen, einer speziellen Sorte von
Tumorzellen (Laborstandard), transfiziert. Nach der Koinfektion mit Adenoviren setzt die
produktive Virenvermehrung ein. Dabel wird die Basensequenz des Helferplasmids in mRNA
der HeLa-Zelle transkribiert. In einem weiteren Schritt erfolgt dann deren Translation der Rep-
und Vp-Proteine. Das Transgen des Vektorplasmids wird dann, well es alein ITR-flankiert ist,
as linearer DNA-Strang in das Virus-Kapsid verpackt. Anschlielend wird das rAAV
freigesetzt.
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Abbildung 5.4: Strategie zur Erzeugung von rAAV

rAAV wird durch Transfektion einer Wirtszelle mit Vektor- und Helferplasmid und nach
Koinfektion mit Ad freigesetzt.

Bestlickt man mit der oben beschriebenen Strategie AAV2 mit therapeutischen Genen, erhélt
man Vektorsysteme, die fir Gentherapie vielversprechend sein kdnnen [191]:

1) Sie zeichnen sich durch Ungefahrlichkeit aus, da AAV fir den Menschen nicht pathogen ist.
Ein Restrisiko der insertionalen Aktivierung von Genen von untergeordneten Genomsequenzen
oder intrinsischen Promotoren durch ITR bleibt, selbst wenn die transkriptionale Aktivierung
zellulérer Onkogene unwahrscheinlich erscheint.
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6. Experimenteller Aufbau

In dieser Arbeit wurde mit zwei verschiedenen mikroskopischen Methoden gearbeitet: Mit der
konfokalen Mikroskopie (6.1 und 6.2) und dem Imaging mit Weitfeldanregung (6.3). Das
Schema des prinzipiellen Aufbaus sowie die Funktionsweisen der hierzu verwendeten Geréte
werden in diesem Kapitel beschrieben.

6.1 Konfokale Mikroskopie

Die verwendeten Mikroskope detektieren Fluoreszenzlicht einzelner Farbstoffmolekile und
erlauben die Aufnahme optischer Bilder, Messungen des totalen Fluoreszenzsignals in
Abhéngigkeit von der Anregungszeit (sog. Zeitspuren), polarisationsabhangige und
spektroskopische Untersuchungen.

Im Rahmen dieser Doktorarbeit wurde nur bei Raumtemperatur gearbeitet. Daher wird nicht
weiter auf die temperaturabhangige Funktionsweise des tieftemperatur-tauglichen konfokalen
Mikroskops mit Kryostat (10CNDT Supervaritemp Optical Kryostat von Janis Research Co.)
eingegangen, der prinzipiell bei Temperaturen biszu T = 1.4 K betrieben werden kann und in
dessen Probenkammer sich der mechanische Tell des urspriinglich verwendeten Mikroskops
[218] befindet. Es wurde im Verlauf der Doktorarbeit von einem kommerziellen Mikroskop
abgelost (Nikon TE 200 Eclipse), das modifiziert und dann konfokal betrieben wurde. Nach
diesem jingeren Aufbau ist Abbildung 6.1 gestaltet.

6.1.1 Optischer Anregungs-Strahlengang

Insgesamt stehen drei verschiedene monochromatische, linear polarisierte CW-Laser (Laser)
asLichtquelle zur Verfligung. Zur Vermessung von Terrylendiimid (TDI) oder Cyanin 5 (Cy5)
werden Helium-Neon-Laser (Coherent 31-2140-000 bzw. NEC-GIG5700) der Wellenldnge | o
= 632.8 nm und Ausgangsleistung P, = 35 mW bzw. Py = 16 mW und ein tunable Helium-
Neon-Laser (PMS-Electro-Optics-L STD-1010) mit der Wellenlange | o=594.1 nm (P, = 600
UW) verwendet, der auch bei | o = 632.8 nm und | o = 543.5 nm betrieben werden kann. Die
Wellenlange | ¢ = 442.0 nm eines Helium-Cadmium-Lasers (OMI-4074-30P, P, = 25 mW)
kann zur Anregung von Perylen verwendet werden.

Jeweilige Laser-Plasmalinien werden durch den Einsatz von auf die Anregungswellenlénge
abgestimmten Bandpal¥filtern (BP) ausgeblendet. Zwei Lochblenden (P,, P,; Durchmesser d =
1.5 mm), diein méglichst groRem Abstand in den Anregungsstrahlengang eingebaut sind, ge-
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AAYV durchdringt zu 100% menschliche Neuronen ohne neurotoxische Effekte zu generieren.
Hier gibt es entsprechende Versuche in vitro und in vivo (Maus oder Ratte) mit GFP-
fusionierten VVektoren [195].

3) Augenerkrankungen [212] (z.B. Retinal-Degeneration)

AAYV durchdringt Photorezeptoren .

4) Gehorschaden [213] (Einsatz von rAAV noch wenig untersucht)

5) Schéden der Herzkranzgefélle [214] (Einsatz von rAAV noch wenig untersucht)

6) Hauterkrankungen [215] (Einsatz von rAAV noch wenig untersucht)

7) Metabolische Krankheiten (z.B. cystische Fibrose [216])

8) Krebs

Krebserkrankungen sind das momentan am stérksten untersuchte Gebiet. Erfolge in vitro
(HeLa Wachstum), ex vitro (Gebarmutterhalskrebs) und im Tierversuch geben Anlald zu
breiterer Anwendung in der Zukunft [196].

5.5 Der Eindring-Mechanismus von AAV in HeLa-Zellen

Um den Infektionsweg des Virus in lebenden Zellen zu verfolgen, gibt es zwei prinzipielle
Mdoglichkeiten. Zum einen kann das Virus direkt fluoreszenzmikroskopisch (beobachtet wird
mit Farbstoff gelabeltes AAV) beobachtet werden. Bei bislang in der Biochemie praktizierten
mikroskopischen Verfahren wird eine Zelle mit einer Vielzahl von Viren infiziert [197]
(mehrere Tausend Viren je Zelle) oder ein Virus mit einigen hundert Farbstoffmolekilen
gelabelt [198]. Zum anderen kann der Abschlul? des Infektionswegs indirekt Uber den
Nachweis des Gentransfers, also der exprimierten Substanzen gezeigt werden. Um die
einzelnen mechanistischen Schritte des AAV-Eintritts in die Zelle verstehen und erklaren zu
konnen, sind eine Reihe weiterer biochemischer Verfahren angewandt worden.

Folgendes kann Uber den Eindring-Mechanismus von AAV in HelL a-Zellen als gesichert gelten:
AAYV wird nach wenigen Minuten - angegeben wird eine Halbwertszeit von 10 Minuten [197] -
in die Zelle durch Endozytose, einer nach innen gerichtete Abschniirung der Zellmembran,
aufgenommen. Dies geschieht Rezeptor- vermittelt. HSPG fungiert as Primérrezeptor, an den
AAV beim Andocken an die Zelle gebunden wird. Es konnte gezeigt werden, dal3 mutierte
Zéllen, die kein HSPG aufweisen, von AAV nicht infiziert werden kénnen [193]. Auch der
Human Fibroblast Growth Factor HFGFR, das Glycoprotein Nucleolin und aybs-Integrin
spielen eine Rolle ds Co-Rezeptoren bei der AAV-Aufnahme [198, 200]. Was nach dem
Andocken auf der Zelloberfléche exakt passiert, ist alerdings noch immer umstritten [201]
oder wenig bekannt.

Die Endozytose und das schlieflliche Aufgehen des Endosoms ist ein gemeinhin postulierter
Mechanismus fir sog. enveloped viruses. Es gibt auch sog. nonenveloped viruses, wie das
Rotavirus, das nach Interaktion mit der Zellmembran direkt in die Zelle eindringt [202].
Andere "nonenveloped viruses', zu denen auch Adenoviren, Reoviren, Polioviren und
Rhinoviren gehdren, scheinen &hnlich wie enveloped viruses aufgenommen zu werden [198,
203 - 207]. Bei direkt mit AAV verwandten Viren, dem Parvovirus CPV [208] und dem
minute virus of mice (MMV) [209], wurde die Endozytose erstmals untersucht. Letzterer
bindet an bevorzugte Membranregionen, die sog. clathrin-coated pits, wie an unspezische
Membranregionen. Allerdings scheinen nur mit Clathrin bedeckte Regionen die Aufnahme in
die Zelle zu ermoglichen. Bel der Endozytose von CPV wurde gezeigt, dald urspriingliche
kleine Abschniirungen sich zu groReren vereinigen. Das Offnen des Endosoms kann durch
frihe Zugabe von Ammoniumchlorid [210] oder Bafilomycin Al verhindert werden, was
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darauf hindeutet, dal3 die Endosoméffnung im Sauren stattfindet und nicht Iénger als etwa 30
Minuten dauert.

Bel AAV ist die cytosolische GTPase Dynamin (M = 100 kg/mol) fir die Endozytose
mitverantwortlich. Sie kommt an der Membran zusammen mit Clathrin bedeckten
Membraneinbuchtungen vor. Eine Mutante von Dynamin (K44A) hemmt dagegen die
Endozytose. Beides wurde mit AAV-lacZ gezeigt, dessen Expressionsprodukte nach 48h
nachgewiesen wurden. Es zeigte sich eine signifikante VVerminderung des Expressionsprodukts,
wenn K44A statt wt-Dynamin in den Zellen vorlag. Die Anbindung an die Membran war
dagegen nicht gestort. AAV kann unabhangig vom Helfer-Virus Ad Gen-Expression in der
Wirtszelle bewirken. Dies deutet auf unabhéngigen Eindring-Mechanismus in der Zelle hin.
Durch fluoreszenz-mikroskopische Kol okalisationsversuche konnte tatséchlich gezeigt werden,
dald Ad und AAV unabhéngig voneinander wandern, wohingegen AAV2 und AAV 3 scheinbar
gleiche Endosome bevdlkern oder zumindest gleiche endosomale Pfade beschreiten [197]. Die
hohe Effizienz der endosomalen Offnung deutet darauf hin, dal? die AAV- Proteine selbst dafiir
verantwortlich sind.

AAV2 wandert in zwei Stunden vollstdndig zum Kern. Fluoreszenz ds Folge ener
Virenanreicherung kann dort auch nach vier Stunden nachgewiesen werden. Genexpression
nach 3 Stunden. Die Mehrheit der Viren im fluoreszenzmikroskopischen Experiment bleibt
auBen am Kern hangen, wenn die Genexpression im Kern bereits nachgewiesen werden kann.
Erste Viren erreichen den Kern schon nach 30 Minuten [197]. Entweder kann der Eintritt in
den Kern ds eine Art Flaschenhals verstanden werden oder es gibt verschiedene Eindring-
Mechanismen. Die Porengréf3e des Kern-Poren-Komplexes ist 23 nm, aso in etwa gleich der
Proteinhillengrofie (20-25 nm) des Virus. Ein Beweis fur unverénderte Proteinhille ist bislang
nicht moglich.

Abbildung 5.5 zeigt zusasmmengefaldt das auf Grund bislang ermittelter Daten aufgestellte

Modell der AAV-Aufnahmein die Zelle.

1) AAV bindet an HSPG auf der Zelloberfléche.

2) Nach der Anbindung wird AAV unmittelbar Uber Clathrin vermittelte Endocytose
(Dynamin nétig) in die Zelle eingeschleust. Dieser Proze3 wird durch asby-Integrin
unterstitzt.

3) Das Endosom geht sauer induziert auf. AAV wird auf welchem Weg auch immer zum Kern
transportiert.

4) AAV akkumuliert sich an der Kernmembran

5) AAV dringt in den Kern-Poren-Komplex ein.
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Abbildung 5.5: Stationen des Eindring-Mechanismuses von AAV in Hela-Zellen [197]

A) AAV bindet an HSPG auf der Zelloberflache.

B) Nach der Anbindung wird AAV unmittelbar tber Clathrin vermittelte Endocytose
(Dynamin nétig) in die Zelle eingeschleust. Dieser Prozef3 wird durch asby-Integrin
unter stiitzt.

C) Das Endosom geht sauer induziert auf. AAV wird auf welchem Weg auch immer zum Kern
transportiert.

D) AAV akkumuliert sich an der Kernmembran.

E) AAV dringt in den Kern-Poren-Komplex ein.
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detektierten Probenpositionen (Pixel) wird dabei die totale Fluoreszenz zugeordnet, indem sie
von der APD in Photoel ektronenpulse umgewandelt und verstarkt wird. Die verstérkten Pulse
werden von einem Photonenzéhler (Photoncounter; Stanford Research) registriert. Das hier
erhaltene, der Zahlrate proportionale Anaogsignal wird in einem AD-Wandler in en
entsprechendes digitales Signa umgewandelt. Alle Signale werden vom Computer verarbeitet,
der dann aus einzelnen Pixeln das optische Bild generiert. Die Darstellung der totalen
Fluoreszenz erfolgt in einer Graustufen- oder auch in einer Farbstufenskala.

Die Aufnahmezeit eines Bildes betrédgt etwa 30 Minuten bei einer Detektionszeit von
Dt =10 ms je Pixel. Zur Beschleunigung der Bilddetektion empfiehlt es sich, nicht Dt zu
verkurzen, sondern die Rasterung von 256 * 256 Pixeln auf 128 * 128 Pixel je Bildausschnit zu
verringern, wodurch das Signal-zu-Untergrund-Verhdtnis erhaten bleibt. Die minimale und die
maximale Fluoreszenzéhirate je Pixe in Dt werden zusammen mit der Anregungsleistung bei
jeder Aufnahme angegeben.

6.2.2 Aufnahme von Fluoreszenzzeitspuren lokaler Stellen

Die totale Fluoreszenzintensitét kann nicht nur in Abhéngigkeit von der Probenstelle, sondern
auch fur eine Fokusposition zeitlich aufgel 0st betrachtet werden. Hierzu wird der Scanner via
Computer-Ansteuerung auf die anhand einer vorher gemachten Bildaufnahme ausgesuchte
Stelle gesetzt. Die Zeitachse wird vom Computer in maximal 1024 Punkte (= kleinste
Zeitintervalle) aufgeteilt. Jedem dieser Punkte wird das ganz analog zu oben erhatene
Fluoreszenzsignal (in Counts pro gewahliter Detektionszeit) zugeordnet, so dal? vom Computer
ein Intensitdts-Zeit-Diagramm erstellt wird. Viele dieser sog. ,Zeitspuren” wurden Uber
tges = 100 Sekunden bei einer Detektionszeit von Dt = 100 ms aufgenommen.

6.2.3 Aufnahme von Fluoreszenzspektren

Zur Aufnahme von Spektren wird das eingesasmmelte Fluoreszenzlicht mit einer Linse (L3, f =
50 mm) auf den Eintrittsspalt eines Gitterspektrographen (Spektrograph, HR 640 von Jobin
Yvon, Gitter: 180 grooves'mm; Auflésungsvermdgen: DI =0.67 nm bei | o = 543.5 nm)
abgebildet. Das Signal wird dispergiert und vollstdndig auf dem Chip einer CCD-Kamera
(CCD, Tektronix, Chip: 512*512 Pixel; back illuminated; Pixelgrofie 24 um; 16 bit; F > 60%
zwischen 400 und 800 nm) aufgenommen. Der Vorratstank der CCD-Kamera mul3 téglich mit
flissigem Stickstoff befiillt werden. Ein  Thermostat regelt die Betriebstemperatur der
Kameraauf T = -110°C.

Ohne Verfahren des Gitters kann ein Spektralbereich von etwa DI = 200 nm untersucht
werden. Maximae Ausnutzung des Signals erreicht man durch vertikales Binnen des Chip-
Rasters.

Zur Eichung des Spektrographen wurden insgesamt vier verschiedene Laserlinien (I o = 594.1,
lo= 6328, | o = 5435 und | , = 442.0 nm) bei verschiedenen Gitterstellungen benutzt.
Aufnahmezeiten und Anregungsleistungen werden bei den in Abschnitt 4 aufgefhrten
Spektren angegeben. Prinzipiell konnen Fluoreszenzspektren mit fest auf der Probe
positioniertem Fokus ebenso aufgenommen werden wie durch Scannen der Probe wahrend der
Detektion.
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wahrleisten rdumliche Reproduzierbarkeit desselben beim Wechsel der Lichtquelle. Mit dem
Keilabschwécher (KA) kann durch variable Ablenkung eines Teils der Leistung die
Anregungsintensitét eingestellt werden.

<«

Rhombus

Avalanche Filter L 1
Photodiode
BS (50:50)
L,
i
K. :
CCD-Kamera

Spektrograph

Abbildung 6.1 Schematischer Aufbau des konfokalen Mikroskops
Die néhere Beschreibung der Bestandteile bzw. der Handhabung des Aufbaus kann dem
fortlaufenden Text entnommen werden.

Um die Drehung der Polarisationsebene des linear polarisierten Laserlichts zu erméglichen,
wurde fur einige Messungen der Strahlengang umgelenkt (Uber Klappspiegel KS) und eine
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polarisationsdrenende  Einheit, bestehend aus EOM und Fresnel Rhombus, in den
Anregungsstrahlengang eingebaut (vergleiche Kapitel 6.2.4).

Das hisher pardlele Licht wird Uber ein Periskop in den Mikroskopkorpus eingekoppelt und
Uber einen dikroitischen Strahiteiler (BS) auf das Objektiv gelenkt. Dieser Beamsplitter weist
hohe Reflektivitdt der Anregungsleistung bel gleichzeitig hohem Transmissionsgrad des
langerwelligen Fluoreszenzlichts auf.

Mit dem Mikroskopobjektiv (Objektiv, Newport *60, numerische Apertur n*sin a = 0,85;
oder Zeiss *100, n*sina = 1,3; Olimmersion) wird auf die Probe fokussiert. Dort befinden sich
die zu untersuchenden Farbstoffmolekdile in einer entsprechenden Matrix.

Kontrolliert wird die Fokussierung entweder durch eine Videokamera, die ein Bild des von der
Probenseite des Glaspléttchens riickreflektierten Anregungslichts zeigt oder durch das Okulars
des kommerziellen Mikroskops.

Je nach Lichtquelle und Modifikation des Aufbaus ergaben sich verschiedene Werte des
Transmissionsgrads T des Anregungsstrahlengangs, gemessen hinter dem Keilabschwécher bis
hin zur Probe. Sie wurden fir die einzelnen Experimente stets neu tabelliert.

6.1.2 Bewegung der Probe

Das bei Beginn der Arbeit bereits vorhandene konfokale Mikroskop entstand durch einige
gezielte Umbaumal3nahmen aus einem fir nahfel doptischen Betrieb geeigneten Aufbau. Bei der
urspriinglichen Erstellung des Geréts fir SNOM-Betrieb erschien es zweckméldig, nicht den
Laserstrahl (bzw. die Glasfaserspitze) Uber die Probenoberfldche wandern zu lassen, sondern
die Probenhalterung samt Glaspléttchen als Ganzes lateral in zwei Raumrichtungen beweglich
zu halten, wahrend der Strahlengang samt Mikroskopobjektiv fixiert bleibt.

Als zweistufige (mechanische und piezoelektrische) Verstelleinheit fungierte anfangs ein
selbstgebauter  piezoelektrischer Bimorph-Scanner  (Piezoscanner). Im  kommerziellen
aktuellen Setup wird aktuell ein Piezosccanner (Pl mit kapazitiven Sensoren) mit einer
Positionsgenauigkeit von 5 nm eingesetzt (Schemabild eines Piezoscanners in Abbildung 6.1
eingeflgt).

Der Scanner ermdglicht es, bei Raumtemperatur einen Probenausschnitt lateral auf einem
Bereich von maximal A =50 pm * 50 pum abzufahren (urspriinglich waren es A= 16 um * 16
um). Dazu wird in jede der beiden Raumrichtungen eine Spannung angelegt und vonU =0 V
(-10 V) bis U =+ 10 V variiert. Die Grobpositionierung der Probe kann mit Hilfe des
Mikroskoptisches erfolgen, auf den der Scanner aufgeschraubt war.

Bei der Aufnahme optischer Bilder bewegt der Piezoscanner die Probe zeilenweise 256 mal
durch den Fokus des Mikroskopobjektivs. Jeder Zeile wird wiederum in 256 Detektionsschritte
unterteilt. Der Computer setzt aus den 256 * 256 Rastereinheiten Pixel um Pixel das optische
Bild zusammen.

6.1.3 Optische Detektion

Fokussiert man den Anregungsstrahl auf die Probenseite des Gléaspl&ttchens, besteht der Strahl,
der in das Mikroskopobjektiv zurtickgeworfen wird, aus elastisch gestreutem Laserlicht
(, Ruckreflex* der dem Strahlengang abgewandten Glaspléttchenseite) und isotrop von der
Probe abgestrahltem Fluoreszenzlicht. Die Fluoreszenzeinsammeleffizienz W gibt den durch
die numerische Apertur n*sin a = 0.85 (fiir n = 1 gilt a = 58°) des Objektivs bestimmten
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Raumwinkel DW = 2r%p (1- cos @) im Verhaltnis zum maximalen Raumwinkel W = 4r?p an. Fiir
einen Offnungswinkel a = 58° berechnet sich W zu W = 0.5 (1 - cos a) = 23.5%.

Das ins Mikroskopobjektiv zuriickgeworfene Licht nimmt nun den gleichen Weg zum
Strahlteiler (BS) zurtick, auf dem esim Anregungsstrahlengang gekommen ist. Dieser weist fur
Fluoreszenzlicht einen hohen Transmissions, fir Laserlicht einen hohen Reflexionsgrad auf.
Die Tubuslinse fokussiert das Licht im Detektionsstrahlengang auf das Detektionspinhole
(Pinhole). Um restliches Anregungdicht auszublenden, werden ein auf die jeweilige
Anregungswellenlange | o angepaldter Notchfilter (Kaiser) und (oder) ein Langpal3filter (Schott)
(Filter) in dem zwischen zwel diinnen Linsen L, und L, (bzw. L3) parallelen Strahl plaziert.

Zur Optimierung der Fokussierung dient das Okular des Mikroskops bzw. urspriinglich eine
Videokamera (nicht eingezeichnet), auf deren CCD-Chip der Strahl geleitet wird. Das von ihr
aufgenommene Bild wurde auf einen herkdmmlichen Fernsehbildschirm Gbertragen.

Zur Aufnahme optischer Bilder wird das totale Fluoreszenzsignal (Uber L,) auf das aktive
Fenster einer Avalanche-Photodiode (APD) geworfen, zur Aufnahme von Fluoreszenzspektren
auf einen Spektrographen (Uber Ls;). Das hier dispergierte Licht wird auf eine
stickstoffgekiihite CCD-Kamera (CCD; Betriebstemperatur T = -110 °C) projiziert. Setzt man
an Stelle von KS einen Strahl-teiler (BS(50:50) - hier eingezeichnet) ein, kénnen beide
Detektionsoptionen zugleich wahrgenommen werden.

Die Ansteuerung des Piezoscanners sowie die Verarbeitung und Darstellung der optischen
Daten erfolgen Uber ein modulares Analoginterface durch ein von W. Gohde [219]
entwickeltes Windows-kompatibles Computerprogramm auf einem Personalcomputer.

6.2 Durchfiihrung der Messungen mit dem konfokalen Aufbau

Nach Einbau der Probe (eines Deckgléschens der Stérke 0,13 bis 0,16 mm) und der Justage auf
den Rickreflex des Probenpléttchens wird das Detektionspinhole lateral wie axial auf
maximales Reflexionssignal justiert. Nach Einbau der Detektionsfilter wird diese Justage
nochmals auf das Fluoreszenzsignal optimiert. Die Aufnahme von optischen Bilder,
Fluoreszenzzeitspuren, Fluoreszenzspektren und die Verwendung der Polarisatiosdrehenden
Einheit werden in den folgenden Kurzabschnitten behandelt.

6.2.1 Aufnahme optischer Bilder

Zur Aufnahme optischer Bilder wird das Fluoreszenzlicht Uber den Klappspiegd KS
(BS(50:50)) und eine feste Linse (L, f = 25 mm) auf die sehr kleine detektionsaktive Flache
(Durchmesser d = 200 um) einer peltiergekihlten Avalanche-Photodiode (APD, SPCM-200-
PQ von EG& G; Photoneneffizienz F = 40% bei | = 480 nm; Zeitauflésung von Dt = 3 ns fur
einzelne Photonen) fokussiert. Die Einstellung auf maximales Signal erfolgt durch Justage der
Linsenposition in alen drei Raumrichtungen.

Die Probe wird vom Bimorph-Scanner zeilenweise durch den Fokus bewegt. Bei
Raumtemperatur wird ein Probenausschnitt von A =16 (50) um * 16 (50) pm zweima
Uberstrichen, da jede Zeile von links nach rechts und zuriick wandert, ehe sich der Scanner in
y-Richtung eine Position weiterbewegt . Jeder einzelnen der 256 * 256 von links nach rechts
(in umgekehrter Richtung zur Vermeidung von Hystereseeffekten kein Signal registriert)
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Abbildung 6.4 Justage des Anregungsstrahlenganges ohne Defokussierungslinse

Dargestellt ist zweimal das beugungsbedingte Airymuster des Ruckreflexes (rechts ist der
innerste Bereich vergrofRert dargestellt (Zoom; Fotographien mit Nikon Cool pix 990)

Das variable Pinhole (P1) wird im Anregungsstrahlengang noch mit Linse so eingestellt, daf3
der eben beobachtete Belichtungsfleck seine Grof3e behdlt, Streulicht und diffuse Randbereiche
des Laserstrahles werden ausgeblendet. Das zweite variable Pinhole (P2) wird im
Detektionsstrahlengang im Fokus des austretenden Strahls positioniert. Die zweite
plankonvexe Linse (L2, f = 160mm) befindet sich auf einem Verschiebetisch in etwa 160mm
Abstand vom Pinhole. Sie wird in z-Richtung verschoben, bis man einen parallelen Strahl
erhdlt. Zur Positionierung der dritten Linse (L3, f = 200mm) verfolgt man das reflektierte
Licht mit Hilfe der Kamera live am Bildschirm. Die bestmégliche Aufldsung ist erreicht, wenn
das Gaul3profil in x- und y-Richtung eine Halbwertsbreite von optimal drei Pixeln erreicht hat.
Dabei entspricht ein Pixel in etwa 0,1mm. Gegebenenfalls muR3 auch die zweite Linse (L2)
nachreguliert bzw. missen die Positionen der Linsen in x- und y-Richtung Uberprift werden.
Analog verfahrt man mit der vierten Linse (L4, f =150mm), die den paralelen Strahl auf die
erste Linse des Spektrographen fokussiert. Auch fur lhre Positionierung verfolgt man im
Imaging-Modus das reflektierte Licht live am zweiten Bildschirm. Die beste Auflosung ist bei
einer Halbwertsbreite von etwa vier Pixeln erreicht.

Nun schiebt man die Defokussierungsinse (L1, f = 300mm) wieder an ihre Position. Falls der
Beleuchtungsfleck auf dem Bildschirm nicht gleichma3ig ausgeleuchtet ist, wird die Linse (L1)
erneut arretiert. Eventuell optimiert man die Ausleuchtung noch durch Verschieben der
V erschiebetische des Periskopes.

6.3.3 Einstellen der Pinholes

Das Anregungspinhole dient zum einen dazu, den &uReren Teil des Strahlprofiles
abzuschneiden, so dal3 der transmittierte Strahl Uber den ganzen Querschnitt eine relativ
gleichméaRige laterale Intensitét aufweist. Zum anderen wird Uber die Pinholegrofie die Grolze
des Beleuchtungsfensters skaliert. Das Objekt wird also parallel ausgeleuchtet. Im Extremfall
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6.2.4 Verwendung der polarisationsdrehenden Einheit

Fir orientierungsabhéangige Untersuchungen an Einzelmolekilen wurde von S. Mais eine
polarisationsdrehende Einheit entwickelt, die es ermdglicht, die Polarisationsdrehung durch
eine rampenfdrmige Spannung kontinuierlich zu drehen. Sie besteht aus einem elekrooptischen
Modulator (EOM, Gsédnger LM 0202) und einer |/4-Platte. Zur ndheren Funktion und
Bedienung sei auf [46] verwiesen.

6.3 Imaging mit Weitfeldanregung durch Modifikation des konfokalen Mikroskops

Will man Fluoreszenzbilder als Ganzes und nicht im Rasterverfahren aufnehmen, um
Bilderserien in einer Zeitaufldsung zu erhalten, die nicht durch die Dauer des Rastervorgangs
limitiert ist, muR der konfokae Versuchsaufbau modifiziert werden. Funktionsweise und
Bedienung des resultierenden Imaging-Aufbaus sind in diesem Abschnitt beschrieben.

6.3.1 Imaging-Aufbau

Der Imaging-Aufbau (Abbildung 6.2 und Abbildung 6.3) setzt sich im Detail wie folgt
zusammen: Als Laser verwendet man einen Helium-Neon-Gadlaser mit einer Ausgangs
leistung von 35mW. Zum Entfernen von Plasmalinien dient ein Laserlinienfilter (Laser
Component, | = 632,8 nm). Durch ein Teleskop wird der Strahl um ein Siebenfaches
aufgeweitet. Zur Optimierung der Justage wird ein Periskop eingebaut. Dieses setzt sich aus
zwei orthogonal zueinander angeordneten Spiegeln zusammen, die auf Linearverschiebe-
tischen befestigt sind. Einer diese Tische ist in x-, der andere in y-Richtung variabel. Mit Hilfe
eines variablen Pinholes (P1) wird der &uf3ere Teil des optimale Strahlprofils abge-schnitten.
Es sitzt in der Brennebene einer plankovexen Defokussierungslinse (L1, f = 300 mm). Von
dieser wird der Strahl fokussiert und am Beamsplitter reflektiert, er passiert das
Olimmer sionsobj ektiv (Zeiss, N.A.=1,3; x100, f = 1,6 mm) und trifft von unten auf die Probe
mit dem Fluoreszenzfarbstoff. Der Fluoreszenzstrahl passiert den dikroitischen Strahlteiler
(640DRLP, Omega) und wird von der Tubuslinse (f = 180 mm) im Mikroskopkorpus (Nikon
TE 200 Eclipse) fokussiert. Im Fokus befindet sich ein zweites variables Pinhole (P2) mit
dem sich in die Apparatur einreflektiertes Streulicht weiter aus-blenden 183. Eine weitere
plankonvexe Linse (L2, f = 160mm) steht in 160mm Abstand vom Fokus, man erhélt einen
parallelen Strahl. Je nach Messung wird ein Graufilter (Schott, OD4), ein Langpassfilter
(Schott, RG 665) oder ein Notchfilter (Kaiser, HNPF-632.8-1.0) zusammen mit einem
Langpal3¥filter (Schott, RG 645) im Strahlengang postiert. Ein Beam-splitter (50:50) lenkt je
einen Teil des Lichts auf die |maging-CCD-Camera (Pentamax von Princeton Instruments,
MCP, Chip: 512*512 Pixel, EEV, PixelgroRe 15 pm, 12 bit, F > 40% zwischen 400 und 800
nm) und einen Teil auf den Spektrographen (Jobin Yvon; vergleiche Kapitel 6.2) mit
angeschlossener CCD-Camera (Chip von Tektronix; vergleiche Kapitel 6.2). Dieser
Strahiteiler kann auch entfernt werden, wenn nur Fluoreszenzbilder aufgenommen werden
sollen. Vor der Imaging-CCD-Camera befindet sich eine weitere plankovexe Linse (L3, f =
200mm), in deren Brennebene sich der Chip der CCD befindet.
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Vor dem Spektrographen befindet sich noch eine plankonvexe Linse (L4, f = 150mm), deren
Brennebene am Ort des Eintrittsspalts des Spektrographen liegt.

6.3.2 Optimierung der Fokussierung
Um moglichst hochaufgel dste (scharfe) optische Abbildungen der Probe zu erhalten, bedarf es
mehrerer Justage-Schritte:

Das Teleskop wird so positioniert, dal3 man ein vollsténdiges Gauf3profil des aufgeweiteten
Strahls transmittiert wird.

/ Probe

Objektiv(*100; N.A

var. Pinhole P1

L1

Periscope =1,3)

i dikroitischer
Strahlteiler ( 640nm)

- == Tybuslinse

var. Pinhole P2

ektrograph Notch filter (632 nm)
+ RG 645
A #
4' " Beamsplitter (50 : 50)
L4
Teleskop -

L3

CCD-Camera
Laserlinien filter (632 nm)

HeNe
Laser

632 nm CCD-Camera

Abbildung 6.2  Schematischer Aufbau des Fluoreszenzmikroskops zum Imaging mit
Weitfeldanregung

Die néhere Beschreibung der Bestandteile bzw. der Handhabung des Aufbaus kann dem
fortlaufenden Text entnommen wer den.

Imaging mit Weitfeldanregung durch Modifikation des konfokalen Mikroskops 79

Abbildung 6.3 Photos zum Aufbau (Imaging mit Weitfeldanregung)

Da das Fuoreszenzlicht dasselbe Objektiv passiert wie das Anregungslicht, mul3 das
Anregungslicht orthogonal auf die Probe treffen. Dies erreicht man mit Hilfe des Periskops.
Das variable Pinhole (P1) wird maxima gedffnet, die plankonvexe Defokussierungslinse
(L1, f = 300 mm) wird aus dem Strahlengang entfernt, ebenso das Objektiv. Der Laserstrahl
wird folglich direkt an die Labordecke gestrahlt. Senkrecht Uber der Position des Objektivs
befindet sich eine Markierung. Durch Verkippen der Spiegel des Periskopes wird der Strahl
zum einen mittig auf die Apertur des Objektivrevolvers gelenkt, zum anderen & sich mit
Hilfe der Verschiebetische durch Translationsbewegung die Strahlverkippung gegebenenfalls
nachregulieren.

Man baut das Objektiv wieder ein und verwendet zur Erstjustage einen Spiegel. Der Tisch mit
dem Spiegel wird in z-Richtung solange verstellt, bis ein minima kleiner Beleuchtungsfleck
entsteht, der beim Defokussieren in konzentrische Ringe Ubergeht. Beobachtet man beim
Defokussieren eine Verzerrung in x- oder y-Richtung, so 183 sich dieses mit Hilfe der
Verschiebetische des Periskopes nachjustieren. Ist es notwendig die Spiegel des Periskops zu
Verkippen, so muf vor der weiteren Justage der vertikale Strahlaustritt zur Decke erneut
Uberprift werden. Abbildung 6.4 zeigt den Riickreflex des optimierten Beleuchtungsflecks
nach beendeter Justage.

AnschlieRend befestigt man die Defokussierungslinse (L1, =300 mm), die senkrecht zur
Stahlrichtung in x- und y-Richtung justierbar ist, beweglich auf einem Verschiebetisch (parallel
zum Strahlengang). Sie wird in x- und y- Richtung so positioniert, da3 ein gleichméiiig
ausgeleuchteter Belichtungsfleck entsteht. Zur Justage der folgenden Bauteile kann die Linse
vorubergehend aus ihrer Halterung entfernt werden.
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transparente 30% pH-neutrale TRIS-Puffer-Lésung ersetzt. Durch Permesbilisierung mit
Aceton-Methanol-Mischungen werden die Zellen fixiert und sterben ab. So prépariertes
Zdlmateria kann in nicht-wél¥rigen Ldsungsmitteln wie DMSO eingefroren und damit
konserviert werden. Durchlichtbilder verschiedener lebenden Hel a-Zellen zeigt Abbildung 6.8.

Abbildung 6.8 Durchlichtbilder verschiedener HelLa-Zellen (Bildgrofie 30 um * 30 um) und
Schema eines Objektrégers aus sechs durch eine schwarze Folie von wenigen pm Stérke
abgetrennten Probenkammern mit 1 cm Durchmesser

Hela-Zellen werden zwischen 5 und 30 um (Durchmesser) in der xy-Ebene gro3 (die Dicke
betragt etwa 5 bis 15 pm) . Die linke Zelle besteht fast nur aus dem runden Zellkern, die
mittlere Zelle zeigt einen grofen runden Zellkern (der hier im wesentlichen die
Dreidimensionalitdt der Zelle ausmacht) und die anndhernd dreieckig aufgespannte
Zellmembran. Die rechte Zelle ist in etwa rautenformig gewachsen und zeigt einen kleinen
Zellkern.

Diein dieser Arbeit untersuchten mit Cy5 gelabelte Makromolekiile waren das Immunglobulin
G (IgG; rabbit anti mouse) und das Adeno-assoziierte Virus (AAV). 1gG kann Cy5-gelabelt
von Amersham kommerziell bezogen werden. Das Labeling von AAV wurde nebst Reinigung
des Virusvon M. Ried Ubernommen [235].

1gG (Abbildung 6.9A) ist ein Y-férmiges Makromolekil, das aus zwei sog. H-Ketten, zwel in
verschiedenen Blauttnen dargestellten Proteinen, besteht, die Uber Disulfidbriicken mit sog. L-
Ketten (griin bzw. gelb) verknipft sind. Die beiden H-Ketten sind untereinander ebenfalls
disulfidisch verbriickt und weisen in ihren unteren Abschnitten Verknipfungen zu
Kohlehydratketten (rot bzw. magenta) auf. An den Enden beider Verzweigungen zeigen H-
wie L-Ketten Abschnitte variabler Struktur. Durch diese variablen Teile wird ein bestimmtes
Muster von resktionsfahigen Gruppen geschaffen, die durch Nebenvalenzen mit einem Antigen
in Reaktion treten und dieses binden konnen [236].

Das VirusKapsid von AAV ist lkosaeder-formig (Abbildung 6.9B). Es weist einen
Durchmesser von etwa 20-25 nm auf. Genau untersucht ist die Struktur von CPV, einem
Parvovirus, das eng mit AAV verwandt ist. Ausfuhrlicher wird der Aufbau von AAV in Kapitel
5 behandelt.
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kann das Pinhole (P1) wie eine Punktlichtquelle wirken, die im Brennpunkte der
Defokussierungdinse (L1) sitzt: Der Fokus ist wieder beugungslimitiert

Zum Einstellen der optimaen GroRe des ersten Pinholes (P1) auf der Anregungsseite
verwendet man eine fixierte Probe von Cy-5. Ein Langpassfilter (Schott, RG 665) wird im
parallelen Strahlengang des austretenden Lichtstrahles, d.h. zwischen der Linse (L2, f =
160mm) und dem Strahlteiler, positioniert.

Man o6ffnet das Pinhole (P1) maximal. Das Fokussieren auf den Ruckreflex erfolgt erst mit
dem Auge, und zwar zundchst ohne die Defokussierungsliinse (L1, f = 300mm). Der
reflektierte Strahl wird wieder minimal klein eingestellt. Die Linse (L1) wird nun wieder im
Strahlengang positioniert, der Belichtungsfleck muf gleichméldig ausgel euchtet sein.

Der Strahl wird auf die Kamera umgestellt. Im Run-Modus beobachtet man das
Fluoreszenzlicht live am Bildschirm. Wenn nétig, verstellt man die Linse (L3, f = 200 mm) der
Detektionsseite in z-Richtung, bis man die einzelnen Molekiile der Probe scharf sieht.

Man stellt am Pinhole (P1) im Anregungsstrahlengang eine Offnungsweite von maximal 3mm
ein. Beobachtet man eine ungleichmafige Ausleuchtung, so muf3 das Pinhole (P1) in x- und y-
Richtung verstellt werden, bis es sich mittig im Strahlengang befindet, was sich an einer
gleichméRigen Ausleuchtung zeigt. Man variiert nun die Offnung des Pinholes (P1) in
Intervalen von 1mm von £ =1 mm bis ££= 3 mm. Dies entspricht einer Ausleuchtung auf der
Probe von Z£=5 pm bis A = 15 ym. Abbildung 6.5 zeigt die Abhangigkeit der Grolze des
Beleuchtungsflecks von der Offnungsweite des variablen Pinholes im Anregungsstrahlengang.
Das zweite Pinhole (P2) wird zundchst maximal weit gedffnet. In Intervallen von 1mm
verkleinert man die Offnungsweite. Man verfolgt die Fluoreszenz live am Bildschirm. Zid ist
es, das Streulicht, das sich nicht exakt im Fokus befindet, auszublenden und gleichzeitig die
komplette beleuchtete Probenstelle abzubilden.

Abbildung 6.5 Seuerung der GrofRe des Beleuchtungsflecks durch Variation der
Pinholegrofie

Abgebildet ist der Rickreflex des Anregungsstrahls, einmal mit einem Pinholedurchmesser
von 1mm (links), einmal mit einem Pinholdurchmesser von 3 mm (rechts) beleuchtet
(maf3stabgetreue Darstellung; Fotographie mit Nikon Coolpix 990).
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6.4 Probensysteme und ihre Préparierung

In dieser Arbeit wurden zum einen die Fluoreszenzfarbstoffe Terrylendiimid und Cyanin 5 in
Polymeren untersucht. Zum anderen wurden Experimente mit biologischen Molekulen, ndmlich
mit Immunglobulin G und mit dem Adeno-assoziiertem Virus, beide mit Cy5 gelabelt,
durchgefihrt.

6.4.1 Fluoreszenzfarbstoffe in diinnen Polymerfilmen aus Polyvinylbutyral

Terrylendiimid (TDI) ist ein tiefblauer Farbstoff, der sich erst ab 460°C thermisch zersetzen
18%t. Abbildung 6.6 zeigt Strukturformel, Absorptions- und Fluoreszenzspektrum von TDI in
Chloroform. Man erkennt das Absorptionsmaximum bei | =650 nm, das Fluoreszenzmaximum
bei | =665 nm, damit einen bathochromen Stoke-Shift von DI =15 nm [234].
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Abbildung 6.6 Terrylendiimid TDI

Strukturformel (A) und Absorptions- bzw. Fluoreszenzspektrum (B)
Die Spektren wurden jeweils in Chloroform aufgenommen (Absor ptionsspektrum mit Uvikon
486; Fluoreszenzspektrum mit Perkin Elmer)

TDI hat eine Fluoreszenzlebensdauer von t = 3,3 ns in Chloroform (Messung mit Perkin
Elmer), einen hohen molaren Extinktionskoeffizienten (e = 93 000 mol™*cm™), fast optimale
Fluoreszenzquantenausbeute (Fr = 90 % + 10 %) und sehr gute Photostabilitdt. Unter
Bestrahlung mit UV-Licht der Wellenlénge | = 366 nm einer Klvette mit in Chloroform
geldstem TDI trat nach einer Woche keine signifikante Veranderung der Extinktion ein [234].
Die Photostabilitdt am Einzelmolekidl wird in Kapitel 7.3 behandelt. Auf Grund dieser
photophysikalischen Daten und der relativ weit rotverschobenen Anregungswellenlénge eignet
sich der Farbstoff sehr gut fur Einzelmolekiluntersuchungen in Polymerfilmen von
Polyvinylbutyral (PVB; vergleiche [226]). Da TDI nicht wasserlédich ist, sind biologische
Anwendungen in walrigen Medien leider nicht mdglich.

Fur Einzelmolekiluntersuchungen wurde TDI in PVB-Chloroform-Ldsungen (2g PVB je |
Chloroform) in Konzentrationen von 10° - 10 mol/I durch Spincoating (v = 3000 U/min) auf
Objektragerdeckgl aschen aufgetragen. Die nach Verdunsten des Ldsungsmittels entstehenden
Polymerfilme waren einige 10 nm dick [226].
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Cyanin 5 (Cy 5) ist ein ebenfalls tiefblauer, in polaren Medien |6dicher Farbstoff. Abbildung
6.6 zeigt Strukturformel, Absorptions- und Fluoreszenzspektrum von Cy 5 in Wasser [74].
Man erkennt das Absorptionsmaximum bei | =649 nm, das Fluoreszenzmaximum bei | =670
nm, damit einen bathochromen Stoke-Shift von DI =21 nm.
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Abbildung 6.7 Cyanin 5 (Cy5)

Strukturformel (A) und Absorptions- bzw. Fluoreszenzspektrum in Wasser (B) [74]
Cy5 kann als Label fir freie Amino-Gruppen tragende Biomolekiile verwendet werden.
Abgangsgruppe ist die Dicarbonsiureoxoamid-Gruppe.

Cy 5 weist eine Fluoreszenzlebensdauer vont = 1,5 nsin Ethanol (Messung mit Perkin Elmer),
einen sehr hohen molaren Extinktionskoeffizienten (e = 250 000 mol™*cm™), eine relativ hohe
Fluoreszenzquantenausbeute (F ¢ > 28 %) und gute Photostabilitét auf. Die Photostabilitét am
Einzelmolekl wird in Kapitel 7.3 behandelt. Auf Grund dieser photophysikalischen Daten und
der relativ weit rotverschobenen Anregungswellenldnge eignet sich der Farbstoff sehr gut fir
Einzelmolekuluntersuchungen sowohl in Polymerfilmen von PVB wie auch as Labd in
wal¥rigen biologischen Systemen.

Fur Einzelmolekiluntersuchungen in PVB wurde Cy5 in PVB-Chloroform-Ldsungen wie TDI
prapariert. Als Losungsmittel fir Cy5 selbst wurde dabei jedoch Ethanol statt Chloroform
verwendet. Fiir biologische Einzelmolekiil-Anwendungen wurden wélrige Lésungen von 10°
bis10™ mol/l des bereits fertig mit Cy5 gelabelt vorhandenen Makromolekiils verwendet.

6.4.2. HeLa-Zellen und gelabelte Biomolekile: 1gG gelabelt mit Cy5 und AAV
gelabelt mit Cy5

Fur Einzelmolekuluntersuchungen in Zellen wurden anfangs mit Aceton und Methanol
permeabilisierte, spéter lebende HelL aZellen verwendet, die auf Objektrégern angewachsen
waren und von M. Ried bereitgestellt wurden [235]. HelaZelen sind menschliche
Tumorzellen, die a's Laborstandard in der Biochemie verwendet werden. Solche Zellen werden
auf Objekttrégern ausgesdht und im Brutschrank bei 37°C in 5% Kohlendioxid-Atmosphére 24
Stunden unter Nahrldsung (xxx) geziichtet, bevor sie etwa 24 Stunden lang mikroskopisch bel
Raumtemperatur untersucht werden kénnen. Dazu wird die Néhrlésung gegen eine optisch
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7. Experimentelle Ergebnisse und Diskussion

Dieses Kapitel umfaldt ale Einzelmolekilexperimente, die im Rahmen der Doktorarbeit
durchgefiihrt wurden: Die Untersuchungen an Testsystemen dienen in erster Linie zur
Charakterisierung der verwendeten Apparaturen. Klassische Einzelmolekiilexperimente mit
Farbstoffen in  Polymermatritzen fihren algemeine photophysikalische Einzelmolekuil-
Eigenschaften ein, die Fluoreszenzfarbstoffe bei Raumtemperatur unter dem Mikroskop zeigen.
Es folgt die ndhere Charakterisierung der photophysikalischen Eigenschaften der untersuchten
Farbstoffe (TDI und Cy5). Erste biologische Untersuchungen sellen die
Einzelmolekillexperimente in fixierten HeLaZellen mit 1gG-Cy5 dar. Zur Bestimmung der
Diffusionskoeffizieten von I1gG und AAV werden Experimente in reiner waldriger Lésung nach
der Methode des Single Particle Tracking vorgestellt. Im Zentrum dieses Kapitels stehen die
Untersuchungen zum Eindringen und Wanderungsverhalten von AAV-Cy5 in lebenden Hel a-
Zellen, durchgefihrt mit dem einzelnen Virus. Abschlieflend werden Versuche zum Forster-
Resonanz-Energie-Transfer am individuellen Chromophorenpaar Pe-TDI vorgestellt, das ein
Modellsystem fiir biologisch relevante Donor-Akzeptor-Paare sein kann..

7.1 Testproben

Die in diesem Abschnitt beschriebene Untersuchung von Testproben dient zur
Charakterisierung der beiden mikroskopischen Setups (konfokaler Aufbau bzw. Imaging-
Aufbau).

Als MaR fur das Auflésungsvermdgen eines Mikroskops gilt die Halbwertsbreite (full width at
half maximum; FWHM) der lateralen Intensitétsverteilung eines punktférmigen Objekts. Die
axiale Auflosung spielt bei diinnen Proben keine Rolle und wurde daher fir den konfokaen
Aufbau nicht bestimmt. Die Rolle der z-Auflésung im Imaging-Aufbau wird unten behandelt.
Die experimentelle Bestimmung der optischen Auflésung kann mit verschiedenen
Testprobensystemen vorgenommen werden (vergleiche [226]). Hier wird nur auf die
Bestimmung mit Hilfe von immobiliserten Einzelmolekilproben von TDI in PVB
eingegangen. Nach Gleichung (3-5) ergibt sich fiir den konfokalen Fall bel Objektiven mit einer
numerischen Apertur von N.A. = 0,85 und mit einem Mittelwert von <I > = 650 nm aus der
Anregungswellenlénge | =6328 nm und dem Hauptmaximum | =665 nm des
Emissionsspektrums von TDI eine laterale Auflosung von FWHM =306 nm [226]. Fir
Immersionsobjektive mit hohen numerischen Aperturen (N.A. =1,3) sind theoretisch noch
kleinere Halbwertsbreiten moglich (FWHM e = 205 nm). Im Fall der Imaging-Technik kann
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Abbildung 6.9 Kalottenmodelle von 1gG (A; hier: human type) und des Kapsids eines
Parvovirus (B; Naheres zu dieser Abbildung in Kapitel 5)

Zur Uberpriifung des Labelings beider Biomolekiile wurde je 1 pl aus 10°molarer waRriger
Losung zwischen zwei Objektrégerdeckglaschen gebracht und zu einem feinen Film vertellt.
Nach einigen Minuten hatten sich dann einzelne Molekile auf der Glasoberfldche abgesetzt.
Sie wurden fluoreszenzmikroskopisch aufgenommen. Die Intensitét ihrer Fluoreszenzspots in
einer bestimmten Detektionszeit wurde bestimmt und gegen diese Intensitét wurde die
Haufigkeit des Auftretens aufgetragen. Es fanden sich fir 1gG wie fir AAV jeweils zwei
Verteilungsmaxima, deren Intensitéts-Positionen im Verhdtnis von 2:1 stehen. Sie deuten auf
das Auftreten ein- und zweifach gelabelter Biomolekile hin. Die mathematische
Vorgehensweise der Auswertung wird in Abbildung 6.10 ndher erlautert.

Das Verhdltnis Q der Haufigkeit von einfach zu zweifach gelabeltem Biomolekul ist fur beide
Systeme etwa 4:1. Falls das Ergebnis der Labeling-Prozedur der Poisson-Verteilung genuigt,
kann aus Q die Elementarwahrscheinlichkeit p berechnet werden, mit der ein Antikdrper durch
den Farbstoff gelabelt wird:

_2pe?®
= e

Q 2
p

Sie gibt letztendlich das stéchiometrische Verhdtnis zwischen Makromolekil und Farbstoff an.
pist hier jeweils %
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Abbildung 6.10 Die Verteilung der Fluoreszenzintensitaten | einzelner Molekile liefert Zahl
und Mengenverhéltnis der Farbstoff-Label pro Grundkorper von Cy5-1gG (oben) und Cy5-
AAV (unten).

Die Integralfunktion g(l) (rechts) ist der Fit (rote Linie; Doppel-Sgma-Funktion) der
akkumulierten Haufigkeit von | (schwarze Punkte; erhalten aus Messung von 100
Molekiilen). Die Ableitung von g(l) ergibt die Dichtefunktion pdl (schwarze Linie links).
Beide gelabelten Systeme zeigen zwei Verteilungsmaxima, deren Position in etwa im
Verhéltnis ganzer Zahlen (2:1) zueinander stehen. Se kdnnen als das Auftreten ein- wie
2weifach gelabelter Biomolekile interpretiert werden. Wahrend der Antikorper in seltenen
Fallen (sechs im Graphen rechts oben) mit mehr als zwei Farbstoffen gelabelt sein kann, ist
AAV maximal zweifach labelbar (vergleiche [197]). Das Verhaltnis der beiden Flachen der
Maxima gibt das Mengenverhdltnis von ein- zu zweifach gelabeltem Farbstoff an
(Fléchenberechnung durch zweifachen Gaulffit, rote Linie oben, griine Linie unten). Es
betrégt fir beide Systeme ungeféahr 4:1.

Fur die ersten Messungen in Zellen mit Antikdrpern (1gG) wurden permeabilisierte Hel a-
Zellen verwendet, da |gG nicht durch die Zellmembran lebender Zellen dringen kann.

Der Antikorper gelangt in diesem Fall durch das Cytosol in den Zellkern, wo er an primére
Antikérper anbinden kann, die zuvor auf die permeabilisierte Zelle gegeben worden sind und
einim Zellkern in Folge von AAV-Infektion expremiertes Protein markieren (Abbildung 6.11).
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Der Primarantikorper wird dabei im Uberschul zugegeben, die 1gG-Cy5-L 6sungen wurden in
Konzentrationen von etwa c=10"° mol/l bis c=10" mol/l und in Volumina von V=100 g je
Well bis V=05 y je Well eingesetzt. Es wurden zundchst Experimente mit Zellen
durchgefiihrt, bei denen die Wanderung von 1gG abgeschlossen war. Hier wurden schrittweise
Messungen mit abnehmender Verdinnung durchgefiihrt und der Nachweis von Cy5 in Zellen
vom Ensemble bis zum einzelnen Molekil durchgefihrt.

Spéter wurde dann die Wanderung von einzelnen 1gG-Cy5-Molekilen in den permeabilisierten
Zellen verfolgt. Diese wurden in DM SO eingefroren von M. Ried geliefert. Nach Auftauen und
Beseitigung des Mediums wurde die TRIS-gepufferte 1gG-Ldsung zugegeben. Es wurde mit
K onzentrationen von etwa ¢=10° mol/l und Voluminavon V= 0,5-5 pll je Well gearbeitet.

Die gleichen Konzentrationen wurden beim System AAV-Cy5 in lebenden HelLaZellen
eingesetzt. Die Losung gelabelter Viren wurden hierzu bei -80°C aufbewahrt und am Mefdtag
bis unmittelbar vor der Probenzugabe auf Eis gelagert (vergleiche [237]). Die HeLa-Zelen
wurden von M.Ried unter Né&hrldsung bereitgestellt [235]. Zur Messung wurden die
Nahrlésung mit einer Mikropipette abgenommen und die gepufferte Virenlésung zugegeben.
Ganz analog zur 1gG-Ldsung wurde al's waldriges Medium der TRIS-Puffer verwendet.
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1) Zugabevon AAV 2 DNAvVOnAAV indenKem  3) Genexpression neuer Proteine

Ty B

4) Permesbilisation der 6) Zugabe von Antikorper 2
Hela-Zdlen mit ActenongMeOH  gelabdt mit Cy5 ((1gG-Cy5))

5) Zugebe von A 1

Abbildung 6.11 Prinzip der Internalisierung von IgG-Cy5 in permeabilisierten Zellen (oben)
und Pré&parationsschema der permeabilisierten Zellen (unten)
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Abbildung 7.4 Bestimmung der VergroRerung anhand einer Aufnahme von Melamin-
Kugelchen mit Normdurchmesser von d=1,0 pm

Bestimmt man die Koordinaten der Kugelmittelpunkte der mikroskopischen Aufnahme in
Pixeln, kann man jede einzelne Strecke in Pixeln ausmessen und in pm ausrechnen. Es ergibt
sich ein Mittelwert von O/S = 107 nnVPixel, der exzellent mit dem berechneten Wert von
O/Sheo = 108 nm Uber einstimmt.

mehrere Molekile in einem annéhrend kugelformigen Volumen von einigen 10 nm
Durchmesser anreichern. Solche Proben konnen wie fluoreszierende Beads as geeignete
Testproben verwendet werden. Abbildung 7.5 zeigt den zeitlichen Verlauf der Halbwertsbreite
FWHM (Mai fur die z-Position) des Fluoreszenzspots einer solchen Insel und die xy-Postion
des Maximums des Spots in Abhéngigkeit der Zeit. Die Anndherungen per Auge und durch
Gaul¥fit sind auf 1 Pixel genau equivalent. Die zeitliche Entwicklung von FWHM (<KFWHM> =
6,3 au. + 0,3 a.u.) und xy-Position (<(x/y)> = (17,2 um /12,2 ym) * (0,1 um/0,05um) ) des
Spots zeigt Uber einen Beobachtungszeitraum von 2,5 Stunden keine systematische
Driftbewegung der Testprobe in z (axial) oder xy (lateral).
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nur ein theoretisches Auflésungsvermdgen nach dem Rayleigh-Kriterium (Gleichung 3-4) von
FWHMe=314 nm (N.A. = 1,3; | = 670 nm) erreicht werden. In der Praxis realisiert wurden
Werte von FWHM=300 nm * 50 nm (N.A. = 1,3; <| > = 650 nm) fur den konfokalen Aufbau
(nicht dargestellt) und FWHM=400 nm = 50 nm (N.A. = 1,3; | = 670 nm) fir den Imaging-
Aufbau (siehe Abbildung 7.1).

FWHM =350nm +- 50nm PWHM = 450nm +- 50nm

100

I [cts]

5 +
8‘5 90 95 100 105 110 115 190 195 200 205 210 215 220
X [pixel] y [pixel]

Abbildung 7.1 Auflésungsvermdgen erzielbar mit dem Imaging-Setup am Beispiel eines TDI-
Einzelmol ekiils (mit Pfeil markierter Spot)

Die lateralen Intensitatsprofile (schwarze Kurven; x und y) werden mit einer Gauf3funktion
angenahert. Die bestimmte FWHM ist die Halbwertsbreite des Fits. Die Verbreiterung des y-
Profilsist rein statistisch (kein systematisches Problem).

Imaging-Aufnahmen in dreidimensionalen Zellproben oder Fliissigkeitsproben wurden in dlen
Experimenten als Projektion auf eine bestimmte Ebene in der Probe durchgefiihrt. Diese Ebene
ist durch die Fokalebene des Objektivs vorgegeben. In diesen Aufnahmen war die Bestimmung
des Maximums der Fluoreszenzspots wichtig fir die Bestimmung der zweidimensionaen
Projektion von Trajektorien. Dabei konnten nur solche Farbstoffmolekiile nachgewiesen
werden, die um maximal dz=+3 pm zur der Detektionsebene versetzt waren. Allerdings kann
man zeigen, daf3 die Verbreiterung der Halbwertsbreite eines Fluoreszenzspots stark mit der
Abweichung von der idealen z-Postion (Fokalebene) steigt. dFWHM héngt quadratisch von dz
ab (Abbildung 7.2) [249]. Dies wurde an einem AAV-Cy5-Molekiil, das langsam (11 pm in 60
Minuten) in z-Richtung durch den Zellkern einer HelLa-Zelle wandert, untersucht. Dabel
wurden mehrmals Aufnahmen bestimmter Positionen des Molekils mit verschiedenen
Objektivpositionen in z durchgefihrt. Tragt man die Abweichung der Halbwertsbreite dFWHM
relativ zum absoluten Minimum gegen die Abweichung der z-Position dz relativ zum schérfsten
Bild auf, erhdlt man eine Kurve, die vom Minimum aus in beide Richtungen entlang einer
Parabel ansteigt. Wird dz groRRer als 1 um, wird die Halbwertsbreite bereits so grof3, dald eine
Maximumbestimmung in xy durch einen Gauf¥fit, die bel scharfen Objekten auf mindestens + 1
Pixel mdglich ist, scheitert. Es kann davon ausgegangen werden, dal3 nur Molekile, die im
Bereich von dz=+ 1 pm relativ zur Fokalebene liegen, zur Postionsbestimmung in Xy-
Trajektorien verwendbar sind.
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Abbildung 7.2 Bestimmung der Positionsgenauigkeit in z-Dimension

dFWHM héngt quadratisch von dz ab.

Abbildung 7.3 Testprobe zur Zweifarbenanregung (Aufnahme mit konfokaler Mikroskopie)

Dargestellt ist der Ausschnitt einer CD (, T-onling, Zugangssoftware) von 8*8 um2
aufgenommen mit der Anregungswellenlénge 442 nm (links) eines HeCd-Lasers bzw. mit 633
nm (rechts) eines HeNeLasers. Die Rillen auf der CD haben senkrecht zur
Ausdehnungsrichtung einen Abstand von 1,2 pm voneinander. Das belegt einerseits, daf? der
gesamte hier abgebildete Bildausschnitt 8*8 pm? groR ist (Kontrolle des Scanners).
Andererseits zeigt der Vergleich beider Abbildungen, daf3 der blaue Fokus etwa um einen um
nach rechts zum roten versetzt liegt.
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Zur Kontrolle des konfokalen Setups mit Zweifarbenanregung (I 1 = 632,8 nm (HeNe); | , =
442 nm (HeCd)) wurde ein Stiick einer CD mikroskopisch im Reflexionsmodus aufgenommen.
Man erkennt in Abbildung 7.3, dal3 der gleiche Probenausschnitt (8 um * 8 um), einmal mit der
roten Laserlinie, einmal mit der blauen Laserlinie aufgenommen, im mit Rot aufgenommenen
Bild um etwa einen um nach rechts verschoben erscheint. Dies liegt daran, dald das zum
Zeitpunkt des Experiments zur Verfiigung stehende Objektiv (Zeiss; Olimmersion; N.A.=1,3)
nicht auf mehrere verschiedene Wellenlangen korrigiert ist.

Fir die in dieser Arbeit durchgefiihrten Zweifarben-Messungen zum Energietransfer (Kapitel 8)
war dieser Fehler jedoch tolerierbar.

Zur Bestimmung der VergrofRerung des Imaging-Aufbaus wurden Kunststoff-Kugelchen
(Melamin, Fa. Polyscience) eines Normdurchmessers von d=1,0 um verwendet. Theoretisch gilt
folgende laterale VergroRRerungsformel:

fL3 fT
(0] : Originagréfie eines Objekts, dasim Bild as ein Pixel dargestellt wird
S : Grol%e eines Pixels der CCD-Camera (in x oder y) (S=15um)
fLo, fLs : Brennweiten der Linsen 2 und 3 (f.,=160 mm, f 3=200 mm)
fr, foi : Brennweiten der Tubuslinselinse des Mikroskops und des

Mikroskopobjektivs(fr=180 mm, fy,=1,6 mm)

Abbildung 7.4 zeigt eine Testprobe aus Melamin-Klgelchen, verteilt auf einem
Objektragerdeckglaschen im Durchlichtbild. Nahert man Inseln aus mehreren Kiigelchen durch
Beriihrkreise an, kann man verschiedene Streckentypen im Schemabild ermitteln, die ale einen
funktionellen Zusammenhang mit dem Kreisdurchmesser (1,0 um) aufweisen. Bestimmt man
die Koordinaten der Kugelmittelpunkte der mikroskopischen Aufnahme in Pixeln, kann man
jede einzelne Strecke in Pixeln ausmessen und in um ausrechnen. Es ergibt sich ein Mittelwert
von O/S = 107 nm/Pixel, der exzellent mit dem berechneten Wert von O/Sye = 108 nm
Ubereinstimmt.

Zum Vergleich der Positionen eines Objekts zwischen Durchlichtbildern und in Reflexion an der
Probe detektierten laser- beleuchteten Bildern wurde auch im Imaging-Aufbau eine CD
vermessen. Abbildung 7.5 zeigt dieselbe Probenstelle einma im Durchlicht (A; mit der
Beleuchtungslampe des Mikroskops aufgenommen) und einmal in Reflexion (B; mit dem HeNe-
Laser aufgenommen). Im vergroRerten Ausschnitt erkennt man, dad die Locher der CD im
Durchlichtbild hell, im Reflexionsmodus dunkel erscheinen. Die Koordinaten jeglicher
Strukturen stimmen in beiden Bildern auf 100 nm (iberein. Diese Ubereinstimmung ist fiir den
Vergleich von Durchlicht-Zellbildern mit Fluoreszenzbildern der Probenmolekiile Cy5-AAV
oder Cy5-1gG wichtig (Kapitel 7.6).

Zur Abschétzung, ob Driftbewegungen des Imaging-Mikroskops Bewegungen der untersuchten
Probe vortauschen konnen, wurde eine TDI/PVB-Probe mit hoher Farbstoffkonzentration
vermessen. Der Farbstoff bildet in im Vergleich zu Einzelmolekuluntersuchungen 10 000fach
Uberhohten Konzentrationen Inseln, in denen sich
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Abbildung 7.9 Intensitdt der Fluoreszenz von Einzelmolekilen in Abhéangigkeit der
Anregungspolarisation gema3 der in der Mitte dargestellten Formel nach [226]
(Anregungsbedingungen: 6.46 KWicn?, | o= 594.1nm, linear polarisiert).

Die Bilderserie einer ausgewahlten Probenstelle von 16 um * 16 pum zeigt die Abhangigkeit
des Sgnals von der Orientierung des Ubergangsdipolmoments relativ - zur
Polarisationsrichtung des Anregungslasers. Die mit Pfeilen markierten Molekile erscheinen
in drei Aufnahmen deutlich, mit jeweils orthogonal polarisierter Anregung jedoch schwach.
Die Polarisationsrichtung wurde in 30°-Schritten mit einer | /2-Platte variiert (dargestellt
von oben links nach unten rechts).

Untersucht man Fluoreszenzspektren von enzelnen TDI-Molekilen in PVB  bei
Raumtemperatur, erscheinen diese in Folge schneller spektraler Diffusion stark inhomogen
verbreitet. Die mittlere Halbwertsbreite iss FWHM = 24 nm. Sie nehmen unterschiedliche
spektrale Positionen je nach lokaler Umgebung ein. Die Lage der einzelnen Maxima reichte im
Experiment von 643 nm bis 693 nm. Trotz der starken inhomogenen Verbreiterung kénnen
Fluoreszenzspektren vage zur |dentifizierung von einzelnen Molekilen herangezogen werden.
Dies héngt damit zusammen, dald bereits kleine Ensembles von einigen zehn Molekilen
signifikant grolRere Halbwertsbreiten (FWHM=38 nm + 4 nm) aufweisen als die meisten
Einzelmolekile (FWHM=24 nm + 4 nm). Ensemblespektren sind stets die Superposition von
mehreren Einzelmolekilspektren. Wenn (wie beim System TDI in PVB) die Lage der Maxima
einzelner Chromophore breit verteilt ist, schlégt sich die Breite diese Verteilung auf die
Halbwertsbreite des Ensemblespektrums nieder. Die Lage des Maximums solcher Spektren
streute im Experiment dagegen noch zwischen 663 nm und 667 nm. Abbildung 7.10 zeigt
exemplarisch einige Fluoreszenzspektren von einzelnen TDI-Molekilen (farbig) und ein
Ensemblespektrum (schwarz).
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A

Abbildung 7.5 Aufnahmen einer CD (28 pum * 28 um) zum Vergleich der Positionen eines
Objektsin Durchlicht und in laserbeleuchteter Aufnahme

Die unteren Bilder sind die weil3 markierten Aussschnitte der oberen Abbildungen.
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Abbildung 7.6 Untersuchung der systematischen Driftbewegung am I maging-Mikroskop

A: FWHM(t) einer Farbstoffinsel aus TDI in PVB
B: auftretende xy-Maximumpositionen im Detektionszeitraum von 150 min
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7.2 Typische Einzelmolekilexperimente bei Raumtemperatur (TDI in PVB)

In diesem Abschnitt werden einfache Einzelmolekllexperimente dargestellt, die mit Hilfe eines
konfokalen Mikroskops an TDI in PVB bei Raumtemperatur durchgefuhrt wurden.

Bereits in Kapitel 3 wurde das digitale Verhaten der Einzelmolekilfluoreszenz beschrieben:
Einzelne Chromophore zeigen bei konstanter Laseranregung entweder Signal, das im Rahmen
von Fluktuationen eine bestimmte Intensitét zeigt, oder Nullsignal (nur Rauschen detektierbar).
Der zeitliche Verlauf der Fluoreszenzintensitéé von Molekilen wird in  sog.
Fluoreszenzzeitspuren, aso |-t-Diagrammen, wiedergegeben. Abbildung 7.7 zeigt zwel
Molekile mit unterschiedlichem Fluoreszenzverhalten. Einma erlischt die Fluoreszenz
schlagartig nach etwa t=5 s, kommt aber bei etwa t=16 s wieder zuriick. Ein andermal erlischt
das Fluoreszenzsignal, ohne wiederzukommen. Man spricht im ersten Fall von Blinking, im
anderen Fall von irreversiblen Photobleichen [226]. Ein Molekilensemble wirde nicht in
Stufen sondern im zeitlichen Verlauf exponentiell photobleichen. Digitales Photobleaching ist
eine typische Einzelmolekuleigenschaft und kann as Nachweis von Einzelmolekilen verwendet
weden. Ursachen fir die auftretenden Dunkelzustdnde konnen dabei verschiedene
Quenchprozesse, Photoreaktionen mit Bildung von CT-Zusténden, Besetzung des
Triplettzustandes, Verdnderungen in der Chromophorumgebung oder auch die Rotation des
Molekiils mit seinem Ubergangsdipolmoment senkrecht zur Polarisation der Anregung sein.
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Abbildung 7.7 Reversibles (links oben) bwz. irresversibles (links unten) Photobleaching von
einzelnen TDI-Molekillen nach [226] (Anregungsbedingungen: 0,65 kWicn?, | o= 632,81 nm,
linear polarisiert)

Einzelne Molekiile zeigen digitales Fluoreszenzverhalten: Se sind entweder aus (keine
Fluoreszenz) oder an (Fluoreszenz). Ein Ensemble von Molekilen zeigt exponentielles
Photobleichen (Schema rechts).
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Lauft das Photobleichen auf einer schnellen Zeitskala ab, kann es wahrend der zeilenweisen
Bildaufnahme (im Scanverfahren) bereits zum sog. ,On,, ,Off, oder ,Blinking, kommen
(Abbildung 7.8).

Abbildung 7.8 ,On, , ,Off, und ,Blinking, eines einzelnen TDI-Molekils (links mittig)
nach [226] (Anregungsbedingungen: 6.46 KW/cm? |, = 594.1 nm, linear polarisiert ;
BildgroRe 16pum * 16um; Bildaufnahme zeilenweise von unten nach oben)

Dabei kommt (A), verschwindet (B) oder kommt und verschwindet (C) das Fluoreszenzsignal
wahrend des Scanvorgangs von einer zur nachsten Detektionszeile.

Als weiterer Einzelmolekiilnachweis kann die von der Orientierung der Anregungspolarisation
abhangige Intensitdt der Einzelmolekiilfluoreszenz dienen (,cos™Abhangigkeit,): Die
Ubergangswahrscheinlichkeit und damit die detektierbare Fluoreszenzintensitét einzelner
Molekile hangt von der Orientierung ihres Ubergangsdipolmoments relativ - zur
Polarisationsrichtung das Lasers ab. Der Zwischenwinkel zwischen beiden Vektoren ist Q.
Liegen beide Vektoren parallel, erwartet man nach der Gleichung in Abbildung 7.9 ein
maximales, im orthogonalen Fall gar kein Signal. Die Projektion der Orientierungen der
Molekile eines Fluoreszenzbildes auf die Glasoberfléche sollte in erster Naherung gleichverteilt
in ale Richtungen der Ebene sein. Jedes Bild sollte daher verschieden helle Spots aufweisen.
Mit der Drehung der Polarisationsrichtung des Anregungslasers erwartet man fiir jedes Mol ekdl
eine Verdnderung des Fluoreszenzsignals je nach Orientierung der Projektion des
Ubergangsmoments auf die Ebene der Glasoberfléche. Abbildung 7.9 zeigt die Bilderserie eines
Probenausschnitts, bei dem die Orientierung des Polarisationsvektors durch sukzessives
Verstellen der | /2-Platte um 30° in einer Richtung veréndert wird. Drei wahllos
herausgegriffene, mit Pfeilen markierte Punkte erscheinen zunéchst mit maximaler Leuchtkraft
(0°, 30°), verlieren an Intensitét (60°) und sind optisch kaum mehr wahrnehmbar, wenn der
Polarisationvektor um 90° weitergedreht (90°,120°) wird. Danach nimmt ihre Intensitét wieder
zu (150°).
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7.3 Séttigungsverhalten und Photostabilitdt von Fluoreszenzfarbstoffen: Cy5 in
verschiedenen Matritzen und TDI in PVB

Das Séttigungsverhaten der Fluoreszenz einzelner Molekiile ist in Kapitel 2.1.4 theoretisch
erlautert worden. Esist letztendlich Resultat der dort angestellten kinetischen Betrachtung zum
Dreiniveausystem. In einem solchen Dreiniveausystem kann (mit Hilfe der Gleichungen (2-29)
bis (2-32)) die Variation der gemessenen Fluoreszenzintensitét F (F Produkt aus detektierter
Fluoreszenzrate Re° und Beleuchtungszeit Dt) mit der Laserleistung | wie folgt beschrieben
werden:

e= R %@ ¥)Dx

1+£
I

Dabei ist | die Laserleistung und | s die Séttigungsleistung. Die gemessene Fluoreszenzrate R¢°
ist das Produkt der vom Molekil abgestrahlten Fluoreszenzrate mit der Detektionseffizienz x
(Xaee = 2% [239]) des mikroskopischen Aufbaus und dem Verstarkungsfaktor f der MCP der
CCD-Kamera (f = 0,26 fiir Verstarkung Null [240]). R:® (I® ¥) und Iskénnen nach Gleichung
(2-31) bzw. (2-32) berechnet werden. Bei den experimentell untersuchten
Fluoreszenzfarbstoffen TDI und Cy 5 ergeben sich mit den in Klammern angegebenen
photophysikalischen Gréfen [241], die in Kapitel 2.1.4 zusammen mit den Gleichungen (2-30)
und (2-32) eingefiihrt wurden, folgende Ergebnisse: TDI (F =1; s = 354(633 nm) = 5,8 10™°
cm? [242]; kzs= 2,0 10°HzZ ; k"= 50ps; ko™ = 3,3ns (10°M in CHCl 5), | = 633 nm) weist
einen errechneten Wert fiir die Fluoreszenzrate von Re® (I® ¥) = 7,0 10° cts/s und fiir die Sét-
tigungsintensitét von Is= 130,0 kW/cm? auf. Bei Cy5 (F =0,3; s = 3s, (633 nm) = 5,7 10*°
om? [242]; kie= 1,0 10°Hz [241]; kas? =  120ps [241]; ku? = 1,5ns (10°M in EtOH); | | =
633 nm) errechnen sich die Fluoreszenzrate zu R:° (I®¥) = 3,7 10° ctg/s und die
Séttigungsintensitét 1s= zu 38,0 kW/cm?.

Zur experimentellen Bestimmung von Re (I® ¥) und Is werden Einzelmolekllproben in
Polymer (TDI bzw. Cy5 in PVB) und in warigem Medium (Cy5 in Agarose-Filmen mit den
pH-Werten 9.5, 7 und 4.5, die analog zu PVB-Filmen durch Spincoating mit 1%-Agarose-
Losung prépariert werden) untersucht. Sie werden mit variabler Laserintensitdt zwischen 1=2,4
kwW/cm? und 1=100 kW/cm? in einem Spotdurchmesser von 4 pm angeregt. Die Detektionszeit
betragt Dt=5 ms. Pro Laserleistung werden 25 Molekile jeder Einzelprobe untersucht. Nach
Subtraktion des Untergrundes wird die Fluoreszenzintensitét jedes einzelnen Fluoreszenzspots
integriert. Die so erhaltenen Fluoreszenzintensitéten werden as akkumulierte Haufigkeit
dargestellt. Daraus wird- wie am Beispie in  Abbildung 7.13 beschrieben - die
Wahrscheinlichkeits-Dichtefunktion samt Mittelwert <F> der Intensitétsverteilung ermittelt.
Der Fehler von F wird so definiert, dald 2/3 der Mef3werte innerhalb des Fehlerbalken zu liegen
kommen. Dies entspricht der empirische Einfihrung des Fehlers in Anlehnung an die
Eigenschaft der Standardabwel chung bel Gaul¥funktionen in Zufall sexperimenten.
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Abbildung 7.10 Verschiedene Einzelmolekilspektren im Vergleich zum Ensemble (Die
Anregungsleistung (I o = 594.1 nm, linear polarisiert) der Spektren betragt 5.80 kW/cn? tiber
einen Scanvorgang von 600 Sekunden (Ensemble) bzw. 0.646 kWicn? (iber 100 Sekunden
(einzelne Mol ekile).)

Im Vergleich zu den Einzelmolekilspektren ist das Ensemblespektrum (I jux = 663 nm;
FWHM =36 nm) noch stérker inhomogen verbreitert. Einzelmolekilspektren sind farbig. Ihre
Hauptmaxima und Halbwertsbreiten (FWHM) werden in Klammern angegeben (I ux(grin) =
693 nm, FWHM =28 nm; | yuk(rot) = 676 nm , FWHM = 26 nm; | u«(blau) =664 nm, FWHM
= 24 nm; | m(magenta) = 643 nm, FWHM = 22 nm).

Etwa 5 bis 10% aler TDI-Molekile zeigten im Bereich niedriger Anregungsleistungen (P < 10
kW/cm? 1o = 594.1 nm) spektrale Shifts. Die Lage des Hauptmaximums in den einzelnen
Fluoeszenzspektren verschob sich zwischen den einzelnen Spektren, die in gleichlangen
Zeitfenstern von 10 bis 100 Sekunden aufgenommen wurden. Dieses auch als spekirale
Diffusion bezeichnete Verhdten ist eine weitere typische Einzelmolekileigenschaft. Sie kann
verschiedene Ursachen haben. Beispielsweise kénnen photoinduzierte oder thermisch induzierte
Umgebungsanderungen fir die sich dynamisch variierende spektrale Position verantwortlich
sein. Abbildung 7.11 zeigt das spektrale Wanderungsverhalten eines Einzelmolekils. Eine
ausfuhrliche Beschreibung des Experiments findet sich in [226].
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Abbildung 7.11 Spektraler Shift eines einzelnen Molekils von | 1= 693 nmnach | ; = 665 nm
und zuriick - nach [226] (Anregungsbedingungen: 3.64 KwWicn? fur Spektren und Zeitspur,
7.27 KWen? zur Bildaufnahme, | o = 594.1 nm, linear polarisiert, 100 s als Zeitfenster der
Soektrenaufnahme)

Die Fluoreszenzspektren (D) zeigen die einzelnen spektralen Spriinge des mit Pfeil
markierten Molekll (A). Aber nicht nur Shifts der Maxima zwischen 665 nm und 693 nm
(Rauten in B), sondern auch grofRe Halbwertsbreiten (FWHM) zwischen 29 nm und 41 nm
treten auf (Kreise in B). Spektrale Fluktuationen und Intensitétsfluktuationen in der simultan
detektierten Fluoreszenzzeitspur (C) sind korrelierbar.
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Eine weitere Mdglichkeit des Einzelmolekilnachweises ist die Fluoreszenzautokorrelations-
spektroskopie (vergleiche auch Kapited 2.1.5). Fir dieses Experiment nimmt man die
Fluoreszenz als Funktion der Zeit auf. Dabel wird das Signa der APD nicht Uber den
Photoncounter ausgelesen, sondern Uiber eine Korrelatorkarte (ALV-5000). Diese Karte erstellt
automatisch die Korrelationsfunktion g® der Intensitit des Fluoreszenzlichts, Diese
Korrelationsfunktion wurde in Kapitel 2.1.5 eingefihrt (Gleichung (2-52). Sie erméglicht es,
Triplettlebensdauern fir einzelne TDI-Molekile zu bestimmen. Die leistungsunabhangige
Triplettiebensdauer liegt bei TDI im Mittel bel 50 ps (vergleiche Abbildung 7.12). Das
experimentelles Vorgehen der Wertebestimmung kann im Detail bei G. Jung eingesehen werden
[238].

110
1,08
1,06

1,04 o

@
g

1,02

1,00 -

T T T T T T
1E-3 0,01 01 1 10 100

12 ym t [ms]
Abbildung 7.12 Intensitatsautokorrelationsfunktion g®(t) der Fluoreszenzemission eines
einzelnen TDI-Molekuls (mit Pfeil im Bild links markiert) bei Raumtemperatur
(Anregungsbedingungen: 3.64 kWicn? ; Aufnahmedauer 30s, |, = 632,8 nm, linear
polarisiert)
Der Fit liefert eine Triplettlebensdauer von k™* = 44 ps * 4 ps. Der asymptotische Grenzwert
fur unendlich groRe Leistungen betragt k* = 50 pis + 8 pis (Kurve hier nicht abgebildet).
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wurde in Gleichung (2-33) hergeleitet. Sie wird experimentell bestimmt, indem man die An-
Zeit vieler Molekile (15 bis 25 Molekiile je Leistung und Probe) bis zum Photobleaching
wieder bel variabler Leistung bestimmt. Gegen die in der Messung von Bilderserien mit
Zeitfenstern von Dt = 10ms bestimmten An-Zeiten t wird wieder fir jede Leistung und jede
Probe die akkumulierte Haufigkeit aufgetragen. Abbildung 7.16 zeigt exemplarisch eine
Bilderserie zur Bestimmung von t.

1250 1560 2230

Abbildung 7.16 Aussschnitt zur Bestimmung von An-Zeiten in einer Probe von Cy5in PVB (I
= 100 kWfcn?, Dt = 10 ms)

Dargestellt sind die Bilder bei denen ein Molekil irreversibel ausgeblichen ist, also zum
ersten Mal kein Fluoreszenzsignal mehr zeigt. Unterhalb jedes Bildes ist die An-Zeit des
gerade erloschenen Molekuls in ms angegeben.

Die Kurve der akkumulierten Haufigkeiten n aufgetragen gegen t wird mit der folgenden
Integralfunktion des exponetiellen Zerfalls gefittet:

t

n=-Atet+C
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akkumuhertg Haufigkeit n
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Abbildung 7.13 Verteilung der Intensitdten (<F> = 270 + 100 cts/5ms) einzelner Cy5-
Molekille in diinnen Schichten aus 1%-Agarosegel (I = 24 kW/cn?; Dt=5ms)

Das Fluoreszenzbild links zeigt 5 Cy-Molekile (eingekreist und numeriert) mit
unterschiedlicher Fluoreszenzintensitat. Die Intensitat jedes Spots wurde nach Abzug des
Untergrundes durch Integration ermittelt.

Die akkumulierte Haufigkeit n(l) der Intensitét von 25 Molekilen (schwarze Punkte im
Graphen in der Mitte) ist gegen die Intensitat aufgetragen. Die Kurve ist als Sgma-Funktion
(rote Linie) gefittet. Die Ableitung von dieser Fitfunktion ergibt die Dichtefunktion pdF
(schwarze Linie im Graphen rechts), wenn man die Flache dieser Funktion auf A=1 normiert
(Fléchenberechnung durch Gauf¥fit, rote Linie im Graphen rechts). Diese Dichtefunktion
zeigt die Verteilung der Intensitdten von Cy5-Einzelmolekilen, die mit einer bestimmten
Laserleistung in einem bestimmten Zeitfenster erhalten wurde (I = 24 KW/cn?; Dt=5ms).

Alle so erhaltenen Erwartungswerte <F> dler Einzelmolekilproben werden, kurz as F
bezeichnet, gegen die jeweilige Laserleistung | aufgetragen. Die erhaltenen Kurven werden mit
der oben dargestellten Gleichung gefittet. Der Fit liefert die Fluoreszenzrate Re (I® ¥) und die
Séttigungsintensitét Isfir TDI in PVB bzw. Cy5 in PVB und Agarose bei verschiedenen pH-
Werten. Sie sind in Abbildung 7.14 zusammen mit den Séttigungskurven dargestellt.

800 —
?UU—-
600—-
500—-

400 |

F [ctsf5ms)]

300~
00 —

100 4

T T T T T T
0 20 40 &0 a0 100



102

>
@

g
g
,
3
g

F [cts/5 ms]
55583
T
\\
|
\
=

|
|
|
Flcts/5ms]
g 08 £ 3
\
\
\
\
|
|
|
|
|
|
|
|
‘\
g

2
g
L

3
g

°
I

I[kw/cm’] I[kw/cm’]

550
500

500 4 450
- 400 !
400 L 350 P

. E 300
300 /E 250
200

200
150
100

100
50

50

600

F [cts/5ms]
Flcts/5ms]

T T T T T T -100 T T T T T
0 20 40 60 80 100 0 20 40 60 80 100

1[kw/cm?] I[kw/em’]

Abbildung 7.14 Sittigungskurven von TDI in PVB und von Cy5 in verschiedenen Matrizen

auf der vorherigen Seite: Séttigungskurve von TDI in PVB (Fit: ¢ = 140; R® (I®@ ¥) =
175000 + 690 cts/s; 1s=31 + 2 KW/cnt)

auf dieser Seite: Sattigungskurven von Cy5 a) in PVB(Fit: ¢? = 3497; R: %(I® ¥) = 91000 +
7000 cts/s; Is =3.1 + 3 kWicn), b) in Agarose bei pH = 7(Fit: ¢ =3642; R: ° (I®¥)
=98000+ 12000 cts/s; Is =15 + 5 KWicn?), c) in Agarose bei pH = 4,5(Fit: ¢ = 745, Re©
(1®¥) = 110000 + 8000 cts's; Is= 25+ 5 kWfen? ) und d) in Agarose bei pH = 9,5 (Fit: ¢2
=695; R-° (I® ¥) 91000 + 7000 cts/s; Is= 18 + 3 KWicn? )

Bei TDI liegt der gemessene Maximalwert der Fluoreszenzrate bei R:° (I® ¥) = 1,8 10° cts/s
etwa um den Faktor vier niedriger as der berechnete Wert. Die exakt gleiche Abweichung um
Faktor vier tritt auch bei alen Mef3ergebnissen von Cy5 (Maximalwert der Fluoreszenzrate bel
allen vier Messungen im Bereich von R-® (I® ¥) = 1 10° cts/s.) im Vergleich zum berechneten
Ergebnis auf. Auch in der Literatur findet man bei anderen Farbstoffen systematisch zu kleine
Ergebnisse [29]. Berticksichtigt man, dal? eine grofie Zahl von photophysikalischen Parametern
in die Rechnung eingehen, und dal3 nur ein einfaches Modell (Dreiniveausystem) einem recht
komplexen Sachverhat zu Grunde gelegt wurde, erscheint das Ergebnis as
GroRenordnungsangabe al's befriedigend. Als Aussagen kdnnen gewonnen werden:
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1) TDI liefert etwa 10° bis 10° cts/s als Séttigzungsmaximalwert der Fluoeszenzrate. Cy5 etwa
die Halfte des Wertes fur TDI.

2) Cy5 zeigt dabei gleiches Verhaten in verschiedenen Matrizen (polares Polymer und im
wal¥rigen Medium bei variablem pH zwischen 4,5 und 9,5).

Die gemessene Séttigungsintensitét Isist im Vergleich zur Rechnung um Faktor vier (TDI: |s =
31 kW/cm?®) bis zwe (Cy5 im Mittel iiber alle Messungen Is = 15 kW/cm?) zu klein.
Moglicherweise ist die Wahl des Zeitintervalls von Dt=5 ms bei grof3en Leistungen bereits zu
gro3, so dal Dunkelzustdnde auftreten (Blinking oder Off), die zu kleine Intensitéts-
erwartungswerte, damit zu kleine Maxima der Fluoreszenzraten (im Vergleich zur Rechnung)
und zu kleine Séttigungsintensitéten verursachen.

Die Wahl des Zeitintervalls zur Bestimmung von Erwartungswerten <F> ist, wie sich im
Experiment mit grof3eren Zeitintervallen as 5 ms zeigte, nur bei kleinen Leistungen ohne
Belang. Hier zeigt sich ein linearer Zusammenhang zwischen Dt und <F> (rote Kurve in
Abbildung 7.15), der mit zunehmender Laserleistung | nur mehr bei kurzen Zeitfenstern auftritt
(schwarze Kurve in Abbildung 7.15).

16000 ]
14000 |
12000 |
10000 i o

8000 - —

<F> [cts]

6000
4000

2000

0

T T T T 1
150 200 250

Dtin ms

Abbildung 7.15 Mittelwerte der Intensitdten einzelner Cy5-Molekile in dinnen Schichten
aus 1%-Agarosegel (I = 2,4 kWien? und | = 24 KWicn® ) in Abhangigkeit von der
Detektionszeit Dt.

Nur bei kleinen Intensitaten (roter Graph) zeigt das Dt-1-Diagramm in etwa linearen Verlauf.
Anhand der Geradensteigung kann dann eine mittlere Intensitat pro Zeiteinheit angegeben
werden (hier: 18 cts/ms). Bei grof3eren Intensitaten findet sich eine deutliche Abweichung
vom linearen Verhalten (schwarzer Graph).

Das Auftreten von Dunkelzusténden wird im Kapitel 2 und in der Literatur [29] in simpler
Betrachtung einem vierten Niveau zugeschrieben, das fir Photobleichen , verantwortlich ist”.
Blinking wird in diesem Modell vernachléssigt. Die Quantenausbeute f des Photobleachings
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durchgefihrt, um zu sehen, mit welcher Probenpréparation einzelne Farbstoffmolekiile im
Zellkern nachweisbar sind. Abbildung 7.19A zeigt solche Hel.a-Zellen (Durchlichtbilder in
grau insertiert), die mit etwa einer Million Farbstoffmolekilen besetzt waren. Es wurden 5
einer Stammldsung von 10° mol/l auf ein Well des Objektrégers gegeben, dieser dann mit
einem Objektragerdeckgléschen belegt. Man erkennt in den rot colorierten Fluoreszenzbildern,
daid der Antikorper weitgehend im Zellkern landet. Hier ist die Fluoreszenz viel stérker asim
Cytoplasma, wo nur relativ wenig Farbstoff steckenblieb. Die Fluoreszenzzeitspur
(aufgenommen an beliebiger Stelle im Zellkern des mittleren Bildes) zeigt exponentielles
Bleichverhalten der Fluoreszenzintensitét mit der Detektionszeit.

Durch Zugabe von 5 pl einer Stammlésung von 10™° mol/l auf ein Well des Objektragers
konnten Zellproben erzeugt werden, an denen der Einzelmolekiilnachweis von Cy5 gelang.

Die Fluoreszenzzeitspur eines Cy5-Molekils in der Zelle zeigt Abbildung 7.19B. Man erkennt
das digitale Ein- und Ausschalten der Fluoreszenz (On und Off). Das Signd liegt bel etwa 250
au., der Untergrund bei etwa 100 au. Die Ausschldgge zu O sind Artefakte der
Versuchsdurchfuhrung: Die Messung schaltete nach 20 s automatisch ab und mufite neu
gestartet  werden. Zur zweifelsfreien Identifikation des Farbstoffs wurde sein
Fluoreszenzspektrum simultan zur Zeitspur aufgezeichnet.
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Abbildung 7.20 Messungen zum Untergrund in wafirigen Medien und in Zellen

A: Untergrundintensitat je Pixel unter verschiedenen experimentellen Bedingungen (genaue
erlauterung im Text)

B: Untergrungintensitat | in Abhéngigkeit vom Arbeitsabstand von Objektiv zu Probe dz. Die
rote Kurve zeigt den Anstieg von | mit Zunahme von dz. Bel Messungen in der Zelle tritt ein
lokales Minimum dort auf, wo sich der Zellkern befindet.

In einem né&chsten Schritt wurde die Wanderung von Cy5-1gG in permeabilisierte HeL a-Zellen
in wal¥riger Umgebung verfolgt. Als Vorversuch hierzu wurde der Fluoreszenzuntergrund in
reinen Zellen untersucht. Dazu wurden zunéchst einfache wélrige Proben als Referenz mit
einer bestimmten Laserleistung (P = 1,0 kW/cm?, | = 632,8 nm) beleuchtet, dann verschieden
préparierte Zellen. Abbildung 7.20A zeigt die durchschnittliche Intensitét des Untergrundes
(Uber dem elektronisch bedingten Anteil) je Pixel in 100 ms Detektionszeit. Man erkennt, dal3
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Dabel ist C die Gesamtzahl der in einer Mef3serie je Probe und Leistung untersuchten
Molekile. Das schliefdt auch solche ein, die nicht innerhalb einer Bilerserie ausgegangen sind.
C wird dem Fit vorgegeben. A ist ein Fitparameter. t ist die Halbwertszeit des exponentiellen
Zerfalls. Dieser Wert ist ein MaRd fur die Lebensdauer des Bleichniveaus B in Kapitel 2.1.5.
Abbildung 7.17 zeigt exemplarisch die Bestimmung von t.

T T T T T T T T T T 1
500 1000 1500 2000 2500

t [ms]

o -

Abbildung 7.17 Bestimmung von t im n-t-Diagramm am Beispiel der Messung von Cy5 in
PVB (I = 100 kW/cn?, 15 Molekiile untersucht)

Die akkumulierte Haufigkeit n(t) wird mit der im Text beschriebenen Integralfunktion zur
Bestimmung vont gefittet (t= 360 + 40 ms; A = 0,04 + 0,004; C= 15).

Alle zu einer Probe experimentell ermittelten Werte fiir t werden gegen die jeweilige Leistung |
aufgetragen. Der asymptotische Wert t(1® ¥) wird bestimmt. Hierbei bieten sich verschiedene
Funktionen an, die &quivalente Ldsungen liefern. Wesentliches Kriterium fur die Wahl der
Funktion ist lediglich das asymptotische Verhalten im Unendlichen. Die hier eingesetzte
Funktion war die des einfachen exponentiellen Zerfalls. Die ermittelten Werte t (I® ¥) fur ale
Proben zeigt Abbildung 7.18.
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Abbildung 7.18 Bestimmung vont (I® ¥) im I-t-Diagramm

oben: Photostabiltéat von TDI in PVB (Fit: c?= 626000; t,, = 9000+ 410)

unten: Photostabiltt von Cy5 in PVB (A; Fit: ¢?= 170000; t, = 5500+ 15), in Agarose bei
pH = 7 (B; Fit: ¢ = 400000; ty = 770+ 320), in Agarose bei pH = 4,5 (C; Fit: =
100000; t,, = 1050+ 580) und in Agarose bei pH = 9,5 (D; Fit: c® = 47000; ty = 700 £
100).
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fiir jeden Wert von t (I® ¥) die Zahl der emittierten Fluoreszenzphotonen n” des Farbstoffesin

seiner jeweiligen Matrix bis zum Photobleichen bestimmt werden. Auf Grund der relativ

grolen  Ungenauigkeit der  graphischen  Bestimmung von t(I®¥)  kodnnen

groRenordnungsméidig nur folgende Aussagen gemacht werden:

1) TDI ist wesentlich stabiler als Cy5 und weist einen Wert von n” = 10° - 10 auf.

2) Cy 5 zeigt unabhangig von Matrix und pH einen Wert von n” = 10° - 10° emittierter
Photonen.

7.4 Einzelmolekilnachweis in Zellen: 19gG-Cy5 in lysierten HeLa-Zellen

Die ersten Versuche, Cy5 in Zelen nachzuweisen, wurden mit permeabilisierten (lysierten)
HelLaZellen durchgefiihrt (zur Préparation siehe Kapitel 6.4), in denen Cy5-1gG bereits im
Zellkern gebunden vorlag. Die Proben waren von M. Ried mit einem Deckgléaschen bedeckt
und in einem sog. Mounting-Medium fixiert worden. Es wurden Konzentrationsreihen
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Abbildung 7.19 Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen an permeabilisierten HeLa-Zellen
unter Mounting Medium mit Cy5-1gG
A: Hochbelegte Probe (ca. 10° Molekiile je Zelle)
1gG-Cy5 reichert sich im Zellkern der HelLa-Zellen an, im Cytoplasma findet sich nur wenig
Farbstoff (Durchlichtbilder der beiden dargestellten Zellen in Fluoreszenzbilder grau
insertiert). Das zeitliche Verhalten der Fluoreszenzintensitéat (aufgenommen in der Zelle des
mittleren Bildes) zeigt exponentielles Bleichverhalten, wie es fur hochkonzentrierte Proben
typisch ist.
B: Einzelmolekiilnachweis von Cy5 in Hela-Zellen
Die Fluoreszenzzeitspur zeigt mehrere digitale Schaltprozesse (On und Off). Zur
Identifikation des Farbstoffes wurde ein Cy5-Einzelmoelkiilspekrum simultan zur Zeitspur
aufgenommen.
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7.5 Diffusion in wé&Rrigem Medium und in Glycerol-Wasser-Mischungen

Voraussetzung fir die Beobachtung der Wanderung einzelner fluoreszierender Molekile in
Zellen war es, die Diffusion solcher Molekiile in wélrigem Medium durch SPT (Single Particle
Tracking) im Experiment beobachten und charakterisieren zu kdnnen. Dazu verfolgt man die
Trajektorien der Molekile, solange sie sich in der Fokalebene des Objektivs (mit einer
Toleranz von + 1 um in z-Richtung) aufhalten. Aus diesem Experiment erhélt man einen Satz
von Raum-Zeit-Koordinaten {[x(t i),y(t i)], t}, der die 2D-Projektion einer 3D-Trgjektorie
représentiert [112]. t; gibt dabei den Zeitpunkt der Beobachtung eines K oordina-tenpaares [x(t
),y(t )] an, das durch Auswertung (des zur Zeit t; aufgenommenen) Bildes anhand der
Intensitétsverteilung des Fluoreszenzspots eines einzelnen Molekils bestimmt werden kann.
Die Bestimmung von Diffusionskoeffizienten durch SPT wird im folgenden genauer
beschrieben.

7.5.1 Diffusionskoeffizientenbestimmung durch Single Particle Tracking

Abbildung 7.23 zeigt eine typische Bildersequenz (Dt = 60ms je Bild; keine Totzeit zwischen
den Bildern; Raumtemperatur) eines diffundierenden Antikorpers (Cy5-1gG) in einer Glycerol-
Wasser-Mischung  (Massenverhdtnis 1:1; Viskositdt h = 10 hyyp). Die Grofie

Abbildung 7.23 Bilderserie (nach Abzug des Untergrundes) einer Trajektorie eines
Einzelmolekiils (C5-1gG) in einer Glycerol-Wasser-Mischung (Massenverhéltnis 1:1) mit
zehnfacher Viskositéat im Vergleich zu reinem Wasser

Die Aufnahme eines Bildes bendtigte Dt =60 ms (keine Verzdgerungszeit zwischen den
Bildern).Das letzte Bild zeigt die ganze Trajektorie schematisch.
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reines hplc-Wasser (hplc) nahezu kein Signa zeigt, TRIS-Pufferlésungen (Puffer) des
Genzentrums zeigten etwa dreifach erhdhte Werte, das ,reine* (!) demineralisierte
Vorratswasser des Genzentrums (Wasser (Genz.)) nochmal doppelt so hohen Untergrund. Die
in DM SO eingefrorenen Zellen wurden bei Raumtemperatur aufgetaut und jeder Objekttrager
wurde 15 Minuten lang in 100 ml TRIS-Puffer gelegt. Belegte man sie dann unverandert mit
einem Objektragerdeckgléaschen (Zellen unverdndert) und stellte die Probe auf eine Region im
Zellkern der Zelle scharf, war der Untergrund bei gleicher Laserbestrahlung etwa funffach im
Vergleich zur Probe mit dem Wasser des Genzentrums erhoht. Die Reinigung der
Deckglaschen in Aceton im Ultraschalbad (Zellen ger. Deckgl.) und der mehrmaige
Austausch der Pufferlésung beim Waschen gegen DM SO (Zellen gegen DM SO gewaschen)
vor Versuchsdurchfiihrung brachten keine Verbesserung. Erst die gezielte Verringerung des
Fliussigkeitsvolumens - zuerst durch Abtrocknen der mit Folie bedeckten Stege des
Objektragers (Zellen abgetr. Stege) und dann durch vollsténdiges Abnehmen der Flissigkeit
mit einer Mikropipette und Zugabe von 0,5 Wl TRIS-Puffer (Zellen 0,5 pl) bzw. 0,5 pl hplc-
Wasser (Zellen 0,5 Wl hplc) - brachte die entscheidende V erbesserung.

Da die Zelle aus physiologischen Uberlegungen heraus unter gepufferter Umgebung gehalten
werden muf® (auf Grund von osmotischem Druck Platzen der Zellen in hplc-Wasser nach
wenigen Minuten), mufdte in alen Exprimenten (auch spéter mit lebenden Zellen) TRIS-Puffer
as Medium fir Zellproben verwendet werden, obwohl der Untergrund hier nicht am
niedrigsten ist. Das Signal eines Einzelmolekils in Pufferlésung ist jedoch hoch genug, um
auch in wé¥igem Medium und in Zellen Cy5-Einzelmolekile nachweisen zu kdnnen (erster
Antik.).

Die Rolle des Fliissigkeitsvolumens bel der Erzeugung von Untergrund ist wie folgt erklérbar:
Die Dicke des Flissigkeitsfilms der Probe stellt im Prinzip den Abstand zwischen Objektiv und
Zelle ein. Auf den Zellproben liegt das Deckgléschen dem Objektiv zugewandt, die Zellen sind
auf dem Objekttrager angewachsen, liegen also in bezug auf das Objektiv ,jenseits des
Flussigkeitsfilms*. Liegt der Zellkern zu weit auBerhalb des giinstigsten Arbeitsabstandes des
Objektivs, steigt der Untergrund an. Dies verdeutlicht eine weitere Messung, die auch
Abbildung 7.20B dargestellt ist. Die rote Kurve zeigt den Anstieg des Untergrundes mit
Zunahme des Abstandes in z- Richtung, ausgehend vom Deckglaschen in einer Probe mit
reinem hplc-Wasser. Die griine Kurve zeigt den analogen Versuch zur Untergrundmessung
beim Schnitt in z-Richtung durch eine Zelle (Préparation mit 0,54 Puffer). Man erkennt, dal?
ein leichtes lokales Minimum auftritt, wo der Zellkern beginnt (Kontrolle durch Konturen in
Durchlichtbildserie; hier nicht gezeigt). Der Einzelmolekilnachweis im Zellkern sollte aso
etwas |leichter sein asim Plasma

Nachdem die optimae Probenpréparation fir Zellen im wél¥igen Medium gefunden war,
wurde wieder der Einzelmolekilnachweis von Cy5 durchgefiihrt. Abbildung 7.21 zeigt den
Nachweis eines Farbstoffmolekiils in einer HeLaZelle (Durchlichtbild von 4 Zdlen links;
Fluoreszenzbild in der Mitte). Auch in Zellen gab es Molekile, die On, Off (Ende einer
Bilderserie mit insertierter Zeitspur rechts unten) oder Blinking (Uber ein Bild einer Serig;
rechts oben mit insertierter Zeitspur) zeigten.

In permesbiliserten Zellen konnten auch erstmals diffundierende 1gG-Molekile beobachtet
werden. Gezielte Diffusionsmessungen in lysierten Zellen wurden jedoch nicht durchgefihrt,
well durch die Permeabilisierung der Membran die natirlichen physiologischen Bedingungen in
so0 behandelten Zellen nicht mehr gegeben sind und die Interpretation von Ergebnissen daher
nicht unbedingt neue Erkenntnisse Uber Diffussionsverhalten von Antikérpern in Zellen liefern
kann.
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In einigen recht effektvollen Experimenten konnte , live* beobachtet werden, wie Antikoper-
Molekile einzeln an einer bestimmten Stelle im Zellkern ankommen und dort schlieldich
steckenbleiben. Ein solches Experiment als Abrundung dieses Abschnitts zeigt Abbildung 7.22.

A

Abbildung 7.21 Einzelmolekllnachweis in Zellen in walrigem Medium

A: Lokalisierung durch Aufnahme von Durchlichtbild zum Fluoreszenzbild. Dargestellt ist
ein Durchlichtbild von vier HeLa-Zellen (links) und das korrespondierende Fluoreszenzbild
mit Cy5-Einzelmolekilspot (rechts). Der Pfeil gibt die Lage des Cy5-Molekils in der Zelle
Bn.blinkendes Cy5-Molekiil (Ausschnitt der Bilderfolge; insertiert: Zeitspur)

C: Photobleichen eines Cy5-Molekils (Ausschnitt der Bilderfolge; insertiert: Zeitspur)
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Abbildung 7.22 Ankommen einzelner 1gG-Molekile aus zRichtung an einer Selle im
Zellkern einer HeLa-Zelle

Dargestellt ist die Fluoreszenzintensitét gegen die Zeit. Se steigt zunéchst kontinuierlich bis
zur ersten roten waagrecht eingezeichneten Linie an, bleibt dort kurz konstant, steigt zur
2weiten Linie an, bleibt wieder konstant, um nach einem weiteren Anstieg zur dritten roten
Linie Uber mehrere Sekunden konstant zu bleiben. Nach Start einer neuen Messung ist das
Sgnal auf ein noch hdheres Niveau angestiegen. Der Interpretation nach kommen der Reihe
nach zweimal einfach gelabelte Antikorper, deren Fluoreszenzintensitat erst in der
Detektionsebene maximal ist, und dann ein zweifach gelabelter Antikorper. Spéter sind noch
2wel Farbstoffe mehr nachweishar, was auf einen oder zwei neu angedockte |gG-Molekile
hinweist. Einzelne Bilder von Fluoreszenzspots der ersten drei durch rote Linien markierten
Intensitatsniveaus sind rechts neben dem Graphen abgebildet.
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Abbildung 7.27 p- r*>-Diagramm zur Diffusion von IgG in Glycerol-Wasser-Mischung (1:1)
(oben links) und <r?>-t-Diagramm von 1gG in Glycerol-Wasser-Mischung (1:1)

Das p-r>-Diagramm resultiert aus 435 Datenpunktpaaren, bestimmt aus allen Cy5-1gG-
Trajektorien im Zeitintervall von Dt = 60 ms.

Aufgetragen ist die akkumulierte Haufigkeit g der einzelnen Werte r? (square displacement,
schwarze Kurve in A). Die Fitfunktion (rote Kurve) nach Gleichung(4-34) liefert die Werte
a=0,90, r,®> = 92,1 pixel® und r,? = 90, O pixel®. Die drei darunter eingezeichneten Kurven
zeigen (jeweils mit ansteigender Zahl der Datenpunkte in B) den Abfall des Fitparameters
c?(rechts) mit der Zahl der Datenpunkte (oben), das konvergente Verhalten des
Mittelwertes <r®> (Mitte) und die Sabilisierung des Parameters a in der Nahe von 1(links).
Die lineare Regression zum <r?>-t-Diagramm (schwarze Punkte in C) liefert einen
Diffusionskoeffizienten von D = 3,8 pm?/s £ 0,4 pune/s (ohne Ober flacheneffekt).
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des Beleuchtungsflecks betragt 4 um (Durchmesser) Der Untergrund ist in den Bildern (wie in
dlen folgenden Fluoreszenzbildern auch) abgezogen. Die Anzahl der Bilder in ener
durchschnittlichen Trajektorie lag im Mittel bei <n> = 6 + 2 (Dt = 60ms). Der vom Laser
beleuchtete Bereich wurde dabei gleichmédig durchwandert (vergleiche Abbildung 7.24). Die
Lange der Trajektorie scheint weniger vom Photobleichen des Farbstoffes als vom Verlassen
des Detektionsvolumens in einer der drei Dimensionen abzuhéngen. Die Probe in dieser
Messung bestand aus einem Ldsungsmittel-Tropfen (mit Cy5-1gG in einer Konzentration von
10° mol/l), der auf einem Glasdeckglaschen aufgebracht unter geséttigter Atmosphére gehalten
wurde (zur experimentellen Durchfihrung vergleiche [237]). Die Fokalebene der
Laseranregung und der Detektion lag etwa 10 bis 20 um (je nach Einzelversuch) oberhalb der
Deckglaschenoberfléache, aso 10 bis 20 um innerhalb des Tropfens. Zur Bestimmung eines
Koordinatenpaares [x(t i),y(t )] aus einem Einzelbild (aufgenommen zum Zeitpunkt t;) einer
Trajektorie wurden die Koordinaten des Fluoreszenzmaximums des abgebildeten
Fluoreszenzspots bestimmt. Dies geschah per Auge unter Vewendung des
Steuerungsprogrammes Winview der CCD-Kamera, das x- und y-Querschnitte durch jede
Bildzeile bzw. Bildspalte anzeigen kann. Die Zuordnung von einzelnen Spots einer Bilderserie
(von maxima 250 Aufnahmen) zur gleichen Trajektorie erfolgte durch ein Maximalkriterium
(vergleiche unten). Jede Tragjektorie konnte als 2D-Projektion im x-y-Diagramm auf ein Pixel
(2107 nm) genau bestimmt und geplottet werden. Durch Integration der Fluoreszenzspots
konnten zugleich Zeitspuren zu den Bilderserien einer Trgjektorie gewonnen werden.
Abbildung 7.25 zeigt eine Mustertrgjektorie mit Zeitspur.

Y [pixel]

Abbildung 7.24 Schematische Darstellung der Trajektorien aller Bilderserien einer
Messung (Dt = 30 ms)

Die Abbildung zeigt qualitativ, da alle Positionen des Beleuchtungsbereichs in etwa
gleichmaRig tber strichen wurden.
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Abbildung 7.25 Schematische Trajektorie (A) und dazu ermittelte Intensitats-Zeitspur (B)
eines diffundierenden Cy-5-AAV-Molekils in Wasser

Man erkennt das stufenweise Off der beiden Farbstofflabel an diesem AAV.

Aus den so erhaltenen Koordinatenpaaren zweier aufeinanderfolgender Bilder einer Trajektorie
wurden nun die quadratischen Differenzen (Dx)? und (Dy)?® gebildet und anschlieRend addiert
((Dx)* + (Dy)? = r%). Gegen die einzelnen Werte r? aller Trajektorien der Messung mit einem
bestimmten Zeitintervall Dt wurde die akkumulierte relative Haufigkeit ihres Auftretens
aufgetragen. Diese wurde dann analog zu Gleichung (4-39) mit folgender Funktion gefittet:

2 ‘2

Pr2t)=1-[axe? +(1-a)xe”]

Diese Funktion beschreibt die Uberlagerung von zwei verschiedenen Diffusionsbewe-gungen.
Wenn freie Diffusion von nur einer Spezies gemessen wird, sollte sie mit Anstieg der Zahl der
MeRwerte r’ nur mehr eine Komponente zeigen (a® 1), der Mittelwert <r’>=ary 2+ (1-a)
2 (MSD; mean square displacement) sollte gegen einen Wert konvergieren, der
Fehlerparameter c® minimal werden. Tragt man ale zu den Zeitfenstern Dt erhaltenen Werte
<r’> gegen diese Zeitfenster auf, so erhdt man gemaB Gleichung (4-34) den
Diffusionskoeffizienten D des zu untersuchenden Makromolekiils durch lineare Regression
(Néheres zu dieser Prozedur siehe unten).

7.4.2 Bestimmung der Diffusionskoeffizienten von 1gG und AAV mit SPT

Nach dem Stokes-Einstein-Gesetz (4-37) konnten die Diffusionskoeffizienten der Molekile
1gG und AAV in wéldrigem Medium berechnet werden. Unter Annahme einer kugelformigen
Gestalt der beiden Molekiile (sinnvoll auch fur Antikdrper; vergleiche Kapitel 4.1.5, Abbildung
4.5) errechnen sich D = 40 pm?/s (mit a= 5 nm fur 1gG) und D = 11 ym?/s (mit a =13 nm fir
AAV). Fur Glycerol-Wassermischungen ergeben sich gemal der steigenden
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Viskositat h um Faktor 10 (Mischungsverhdltnis 1:1) bzw. Faktor 100 (Mischungsverhdltnis
5:1) erniedrigte D-Werte.

Mif man in der Néhe von Glasoberflachen, reduziert sich die Viskositdt von Flissigkeiten
drastisch. Erste Versuche zur Bestimmung der Diffusionskoeffizienten wurden mit kleinen
Flussigkeitsvolumina (V = 1 pl), geprefdt zwischen zwei Glasdeckgléschen, durchgefihrt. Die
Auswertung der Trajektorien entlang der Glasoberflache lieferten Werte von D = 1,2 um#/s fiir
1gG in Wasser und D = 0,12 pm?/s fur AAV in Wasser. Die Bestimmung des
Diffusionskoeffizienten fiir 1gG dieser Mef3serie zeigt Abbildung 7.26.
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Abbildung 7.26 p-r>-Diagramm zur Diffusion von 1gG in wafrigem Medium auf der
Glasoberflache (oben links) und <r®>-t-Diagramm von 1gG in wakrigem Medium

Das p-r>-Diagramm (A) wurde erhalten aus 501 Datenpunktpaaren, bestimmt aus allen Cy5-
1gG-Trajektorien im Zeitintervall von Dt = 130 ms.

Aufgetragen ist die akkumulierte Haufigkeit p der einzelnen Werte r? (square displacement,
schwarze Kurve). Die Fitfunktion (rote Kurve) nach Gleichung (4-34) liefert die Werte
a=0,92, r1?> = 69,8 pixel®> und r> = 69,0 pixel’. Die rechts klein eingezeichneten Kurven
zeigen (jeweils mit ansteigender Zahl der Datenpunkte) die Verbesserung des Fitparameters
c®mit der Zahl der Datenpunkte (B), das konvergente Verhalten des Mittelwertes <r?> (C)
und die Stabilisierung des Parametersa in der Nahe von 1(D).

Die lineare Regression zum <r®>-t-Diagramm (schwarze Punkte in E) liefert einen
Diffusionskoeffizienten von 1,2 um?/s + 0,1 pune/s, der die langsamere Diffusion durch den
Oberflacheneffekt anzeigt.
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Die Uberwiegende Mehrzahl (54%) der untersuchten Viren trat mit der Zellmembran erfolglos
in Kontakt (,, negatives Andocken*). Diese Viren erreichten zwar die Membran, liefen vielfach
auch an ihr entlang oder stieRen immer wieder an ihr an. Sie durchdrangen Sie aber nicht und
blieben ebenso wenig dort stecken. 6% der Viren sal?en am Ende der jeweiligen Bilderserie in
der Membran fest. 8% an AAV durchdrangen die Zellmembran von auRerhalb der Zelle nach
innen. 14% der Trajektorien liefen ausschliefdlich im Zytoplasma ab. 1% der Trajektorien zeigte
den Eintritt von AAV vom Zytoplasma in den Zellkern. 2% des Virus steckten in der
Kernmembran fest. 15% aller Viren bewegten sich im Kern oder sal3en dort bereits fest (oder
bewegten sich dort, bis sie festsal3en).

Analysiert man die im Einzelmolekulexperiment erhaltenen Daten im Hinblick auf die bislang
bekannten Schritte des Aufnahmemechanismus in die Zelle, wie sie in Kapitel 5.5 beschrieben
sind, lassen sich folgende Feststellungen treffen, die in den folgenden drei Abschnitten noch
naher erl&utert werden.

Die Halbwertszeit der Aufnahme von AAV in die Zelle nach dem ersten Membrankontakt
betrégt etwa ti(0®cy) = 2 min. Die in der Literatur [197] gefundene Angabe
tiz(internaisation) £ 10 min (T = 37 °C) ist zu grof3 und hangt wohl mit den dort beschriebenen
experimentellen Bedingungen zusammen (vergleiche Abbildung 7.30). Nur etwa 13% der
»Virenattacken* an der Zellmembran sind erfolgreich. Da es erfolglose und erfolgreiche
Eindringversuche gibt, kann die Halbwertszeit des Eindringens nur im Experiment am
individuellen Virus bestimmt werden. Nur hier ist anhand der Trajektorie erkennbar, ob das
Virus eindringt, in der Membran steckenbleibt oder negativ andockt. Nur aus den
eindringenden Virenspuren kann die Eindringzeit ermittelt werden. Die unmittelbare
Eindringzeit am Ort der Membran betrégt im Mittel <Dtmen(O® cy)> =80 ms mit einer
Verteilung von 40 ms bis 240 ms. Auch bei erfolglosem Andocken treten keine signifikant
anderen Andockzeiten auf. Vom ersten Membrankontakt bis zum Einringen dauert esim Mittel
<Dteontac(0O® cy)> = 1,2 s. Der Mechanismus der Endozytose kann auf Grund von zwei
wesentlichen Fakten al's wahrscheinlich angenommen werden: Zum einen findet sich bel keinem
Experiment, das bei pH=9 (etwa 3% der Trajektorien wurden unter diesen Bedingungen
aufgenommen) durchgefiihrt wurde, ein Virus im Kern. Zum anderen treten bel pH=7 zwei
unterschiedlich grofe Diffusionskoeffizienten auf, bei pH=9 nur der kleinere von beiden, was
auf die GroRe des Endosoms im Vergleich zum freien AAV zurlickgefiihrt werden kann. Eine
Offnung des Endosoms an einer einzelnen Trajektorie konnte jedoch in keinem Fall zweifelsfrei
gezeigt werden, da zur Bestimmung der Diffusionskoeffizienten mindestens 50 Bildpunkte
(besser 100) nétig sind und keine der entsprechend langen Trajektorien sich in eine ,langsame"
und eine ,schnelle’ Héfte teilen liel?. Die Vereinigung von zwei Endosomen konnte in keinem
Fall beobachtet werden. Sie kénnte bel der , Masseninfektion* von Zellen [208] ein Artefakt
der unphysiologischen experimentellen Bedingungen sein. Auch gibt es keine Hinweise, dal3
mehrere Viren unter physiologischen Bedingungen in einem Endosom wandern. Alle
Virentrgjektorien zeigten klar definiertes Ein-und Ausschaten des Fluoreszenzsignals von
einem, in wenigen Fallen (<25%) von zwei Farbstoffen (zum Labeling vergleiche Kapitel 6.4).
Je nach Umgebung findet sich im Zytoplasma freie Diffusion (lineares Verhalten im t-MSD-
Diagramm) wie anomale Diffuson (Abweichung vom linearen Verhalten im MSD- t-
Diagramm) fiir das Virus wie fur das Endosom. Nach einer Halbwertszeit von tio(infection) =
15 min ist in 50% der infizierbaren Zellen AAV im Kern nachweisbar. Bidang wurde ein
Erreichen des Kerns nach tio(infection) 2 2 h angenommen [197]. Eine nur sehr geringe Zahl
von Viren (3%) bleibt an der Kernmembran stecken (dann aber permanent). In der Regel
durchdringen die Viren die Kernmembran (nach endosomaler Offnung) in Zeiten, die dem
Eindringen durch die Zellmembran sehr nahe kommen: <Dt mem(Cy® n)> = 80 ms (unmittelbares
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Recht gut mit der Theorie Ubereinstimmende Werte fir D erreicht man mit Messungen, die in
das Innere eines Flussigkeitstropfens hinein fokussieren. Es ergaben sich im Experiment
Diffusionskoeffizienten von D = 3,8 ym?/s  + 0,4 um?/s fur 1gG in Glycerol -Wasser (1:1) und
D=75um#s +0,8um?/sfiur AAV in Wasser (vergleiche Abbildungen 7.27 und 7.28).
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Abbildung 7.28  <r?>-t-Diagramm von AAV in Wasser (ermittelt analog zu 1gG)

Die lineare Regression zum <r®>-t-Diagramm (schwarze Punkte) liefert einen
Diffusionskoeffizienten von D = 7,5 pmé/s + 0,8 pun#/s.

Die nach Stokes Einstein (4-37) berechneten Diffusionskoeffizienten von 1gG in Wasser von D
= 40 pm?/s bzw. von AAV in TRIS-Puffer-Ldsung von D = 11lum?/s stimmen mit den
gemessenen Werten von sehr gut Uberein. Im Falle von 1gG kann der Mef3wert in der Glycerol-
Wasser-Mischung unter Beriicksichtigung der dort zehnfach gegeniiber Wasser erhthten
Viskositét auf D = 38 um?/s fur wéliriges Medium extrapoliert werden. Der gemessene Wert
fur AAV von D = 7,5 um?s kann direkt mit der Berechnung verglichen werden. SPT-
Vergleichsmessungen an 1gG in Wasser von Kubitscheck ergaben ebenfalls Werte von D =
40 ym?#/s [112].
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7. 6 Aufnahme-Mechanismus von AAV in lebende HeLa-Zellen

Das erste und urspringliche Ziel der in diesem Kapitel beschriebenen Untersuchung war es,
einzelne Farbstoffmolekile durch ihre Fluoreszenz in lebenden Zellen nachzuweisen und die
Wanderung des AAV durch SDT (Single Dye Tracing) zu verfolgen, und zwar an Membranen,
im Zytoplasma und im Zellkern. SDT kann als ,, Einzelmolekilvariante” des SPT (single paricle
tracking) verstanden werden. Der Begriff geht auf Schindler zurlick [141], in dessen Gruppe
erstmals SDT und Einzelmolekiilnachweis auf Membranen lebender HSAM-Zellen gelang. In
Zellkern und ZdIplasma sind bislang keine Einzelmol ekl experimente beschrieben worden. Die
hier gezeigten Experimente kdnnen unserem mometanen Kenntnisstand nach daher as erste
Einzelmolekilexperimente in Zellplasma und Zellkern von lebenden Zellen angesehen werden.
Das Tracking einzelner autofluoreszierender Proteine im Zytoplasma von Mammalian-Zellen
[134], das kurzlich von Goulian und Simon veréffentlicht wurde, kann nicht as klassischer
Einzelmolekillnachweis gewertet werden, da jedes (autofluoreszierende) Protein aus etwa 30
Chromophoren besteht.

Um veralgemeinernde Aussagen aus Einzelmolekilexperimenten treffen zu konnen, war es
notwendig, eine gentigend grofRe Anzahl von Virentrajektorien mit AAV-Cy5 aufzuzeichnen.
Dies gelang kirzlich in Folge von Verbesserungen bei der Probenpréparation (vergleiche
Kapitel 6.4 und [237]). Damit konnte das zweite Versuchsziel, namlich die Charakterisierung
des Aufnahme-Mechanismuses von AAV in HeLa-Zellen, durch Klassifikation der gefundenen
Trajektorien und statistische Auswertung des sortierten Datenmaterials erreicht werden. Viele
bekannte Ergebnisse des Mechanismus der Virusaufnahme in die Zelle konnten bestétigt
werden. Viele neue Erkenntnisse, vor alem was Aufnahmezeiten ins Zytoplasma oder
Aufnahme in den Kern allgemein anbelangt, kdnnen helfen, das bekannte Schema der Infektion
von AAV in HelLaZellen (vergleiche Kapitel 5.5) zu verbessern. Die Bedeutung des
Einzelmolekulexperiments fir den Mechanismus der AAV-Aufnahme in die Zelle begriindet
sich vor alem darin, dald das Experiment unter physiologischen Bedingungen ablauft. Es
treffen einzelne Viren auf eine Zelle (wie bel Infektionen in vivo). Sie sind mit nur einem
Farbstoffmolekill gelabelt sind und damit in ihrer Struktur und ihren physiologischen
Eigenschaften kaum verféscht. In bislang Ublichen fluoreszenzmikroskopischen Versuchen
[197] muf3te immer der Nachteil unphysiologischer, systematisch verfa schter Mef3bedingungen
in Kauf genommen werden. Entweder wurden 10°-10° Viren auf eine Zelle gegeben oder
einzelne Viren wurden mit mehr as 100 Farbstoffmolekiilen gelabelt [198, 203]. Die
Vielfachlabelung von AAV ist auf Grund der Grole des AAV-Kapsids nicht moglich. Ein
weiterer Vortell der SDT-Methode ist die hohe Ortsauflésung von Dx = 100nm
(Positionsgenauigkeit; bei Optimierung: Dx = 40 nm) und die Verfolgung von Trajektorien mit
einer Zeitauflosung von Dt = 10 ms (optimiert Dt = 5 ms).

Als weiteres Versuchsergebnis, welches in der urspriinglichen Zielvorgabe nicht vorhersehbar
war, muBd die strukturelle Charakterisierung der Zelle, vor alem innerhalb des Zellkerns,
angesehen werden. Sie resultierte aus der Auswertung der Art der Bewegung von AAV in der
Zélle.

In diesem Kapitedl wird zunéchst das Datenmaterial des Experiments je nach Typ der
Virenwanderung gegliedert. Anschliefend wird auf die drei Stationen des Aufnahme-
Mechanismuses von AAV in HeLaZellen eingegangen: Andocken und Eindringen an der
Zellmembran, Diffusionsvorgénge im Plasma und Bewegung im Kern.
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7.6.1 Beobachtung der Stationen der Infektion

Die Experimente mit Cy5-gelabeltem AAV an und in lebenden Hela-Zellen wurden
standardisiert und wie folgt durchgefihrt. In einem Bildausschnitt von 18 * 18 um wurde der
Laserspot von 17 pm Durchmesser mittig positioniert. In diesem Spot wurde die Zelle so
plaziert, dal3 sie mit einer Seite am Rand des Beleuchtungsflecks lag, und daf3 zur anderen
Seite hin moglichst viel Freiraum im Laserspot zu liegen kam. Die Zelle wurde zur Kontrolle
im Durchlichtbild aufgenommen (vergleiche auch 7.6.2). Die einzelnen Bilderserien wurden im
Zeitraum zwischen to = 3 min und ty = 50 min nach der Virenzugabe zum mit Zellen bedeckten
Objekttrager (vergleiche Kapitel 6.4) aufgenommen. Die Detektionszeit zwischen zwel Bildern
betrug Dt = 40 ms. Jede Bilderserie umfaldte 250 Bilder und dauerte 10 Sekunden. Die
Laserleistung betrug P = 0,3 kW/cm?® bis P = 1,0 kW/cm®. Die Verstarkung der MCP an der
CCD-Kamera wurde von Experiment zu Experiment optimiert. Die Angabe der gemessenen
Fluoreszenzintensitét erfolgt daher in au. Alle Messungen wurden bei T = 20 °C durchgefuihrt.

Unter allen AAV-Trajektorien (insgesamt n = 1009) treten n = 502 in irgendeiner Form mit der
Zelle in Wechselwirkung. Dabel konnten sieben verschiedene Typen von Virenwanderungen
unterschieden werden. Sie sind in Abbildung 7.29 in der Haufigkeit ihres Auftretens
dargestellt. Die hier durchgefiihrte Klassifikation der AAV-Trajektorien wird im weiteren
Verlauf des Kapitels 7.6 noch bedeutsam.

502 Trajektorien an Zellen

E y | erfolgloser Membrankontakt

// g/s B Feststecken in Zekkmembran
2 B Eindringen ins Zellplasma
Cim Zellplasma
14 (\ u Eindringen in den Kern
% 54 [ Feststecken in Kernmembran

% M im Zellkern

8%
6%

Abbildung 7.29 Klassifikation der Virentrajektorien an der Zelle nach dem Kriterium
Aufenthaltsort

Gefunden wurden 1009 Trajektorien an 74 Zellen. 507 zeigten keinen Kontakt mit der Zelle.
Die 502 Trajektorien, die mit der Zellein Kontakt traten, sind klassifiziert.
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Man kann den Wirkungsgrad h (Eindringeffizienz) der Zellmembran fir die AAV-Aufnahmein
die Zelle as Anteil der positiven , Eindring-Ereignisse” an alen ,, Membrankontakt-Ereignissen”
definieren. Abbildung 7.31 zeigt die prozentuale Haufigkeitsverteilung aler Trajektorien, die
aullerhalb der Zelle starten und die Berechnung der Eindringeffizienz h.Aus ihr geht hervor,
da3 40% aler Trajektorien Wechselwirkung mit der Zelle und 5% aller Traektorien
Eindringen in die Zelle zeigen.

ohne

Wechselwirkung negatives

Andocken 32%

. @

e 7 Feststecken in

Eindringen Membran
5% 3%
n =847
Ruentrankontak = 40% Effizienz des P,

. . = _ Membrankontakt _ 130,
Riinctingen = 5% Eindringens 0 13%

Eindringen

Abbildung 7.31 Héaufigkeitsverteilung aller 847 Trajektorien, die aulerhalb der Zelle
starten, und Berechnung der Effizienz des Eindringensh von AAV in die Zelle

Der Eindringeffizienz betrdgt demnach in unserem Experiment h=13%. Man kann diese
Effizienz als ein Mal3 firr den Fléchenanteil auf der Membran, der zur AAV-Aufnahme geeignet
ist interpretieren. Inwieweit dies mechanistisch auf das Vorhandensein von Primér- und Co-
Rezeptoren zurlickzufuhren ist, kann mit diesem Experiment nicht beantwortet und muf3 mit
biologischen Methoden untersucht werden.

Die Lokalisierung eines von einem AAV-Cy5-Molekil stammenden Fluoreszenzspot an der
Zellmembran it experimentell nicht ganz unproblematisch. Die z-Unschafe in
Durchlichtbildern ~ fihrt némlich dazu, da Zelaufnahmen eine relativ grol3e
Positionsungenauigkeit von Objekten, die schrég durch die Fokalebene verlaufen, auch in xy
aufweisen. Deshalb ist die Grenze in Zellmembranen nicht scharf, sondern erstreckt sich tber
mehrere Pixel (einige 100 nm). Es kann daher sein, dal3 Viren anhand ihrer Position nicht
eindeutig innerhalb oder aulBerhalb der Zelle bestimmt werden kdnnen (Abbildung 7.32)
Deshalb wurde ein Kriterium fir Membrankontakt fir von auf3erhalb der Zelle kommende
Viren eingefuhrt: Zeigen Trajektorien, die Uber den Grenzbereich der Zellmembran laufen
(Breite vonvier Pixelninx undy), zwischen zwei Bildern Werte von MSD = 2 oder kleiner
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Abbildung 7.30 Aufnahme-Mechanismus von AAV, untersucht mit SDT im Vergleich zu
konventioneller Fluoreszenzmikroskopie

oben: Trajektorien, die von einzelnen AAV in lebenden Hela-Zellen zurlickgelegt werden,
sind in Echtzeit verfolgbar und nach den GesetzmaRigkeiten der Diffusionstheorie
charakterisierbar.

unten: Koventionelle Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen (nach [197]) zeigen die
Verteilung von AAV in der lebenden Hela-Zelle in Minutenabsténden (hier 30 Minuten nach
Infektionsstart).

Nur in Einzelmolekilunteruchungen, nicht aber mit der konventionellen Methode kann die
Vireninfektion mit hoher Orts- und Zeitauflésung unter physiologischen Bedingungen
beobachtet werden kann.

Eindringen) bzw. <Dtconac(Cy® n)> = 1.0 s (overall contact time). Innerhalb des Kerns bewegt
sich AAV linear gerichtet. Die Bewegung ist eine Diffusion mit Drift. Beide Tatsachen
zusammen machen eine Strémung innerhalb des Kerns entlang von Réhren oder den Transport
durch Motorproteine zwingend notwendig. Im Mittel finf solcher Rohren durchziehen den
ganzen Kern einer HeLa-Zelle. Sie haben einen Rohrendurchmesser von etwa 20 bis 200 nm
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und koénnen als Einstlilpungen der Kernmembran verstanden werden [248]. An der Innenwand
der Réhren befinden sich wie auf der Kernmembran auch sog. nuclear pore complexes (NPC),
Uber die der Stoffaustausch zwischen Zytoplasma und Kern stattfindet. Das Rohrengeriist
erhoht die effektive Austauschfléche zwischen Kern und Plasma und reduziert gleichzeitig bel
einem Teilchens, das ausgehend vom Plasma an ein Ziel im Nukleus wandert, die maximale
Wegstrecke durch das Kerninnere.  Dort kénnen zwischen Chromatiden-Doménen Hohl-
rdume auftreten [281]. AAV zeigt dann charakteristisches Bewegungsverhalten fir Diffusion in
restriktiver Geometrie. Bis in die Rohren dringt das Virus als ganzes ein (Kapsid und Genom).
Die Frage, ob AAV dabel alerdings die Kernmembran durch die Kern-Poren-Komplexe
durchqueren kann, ist wie in Kapitel 7.6.4. erléutert wird, nicht eindeutig zu kl&ren.

7.6.2 Andocken und Eindringen

Der erste Schritt des Eindringmechanismus von AAV in HeLaZellen ist die Adsorption des
Virus an der Zelloberflache (vermutlich an den Primérrezeptor HSPG): das Andocken. Auf
diesen Prozef folgt unmittelbar die Endozytose von AAV mit Hilfe von Co-Rezeptoren: das
Eindringen. In diesem Abschnitt wird eine Unterscheidung getroffen zwischen Viren, diein die
Zelle eindringen, und solchen, die nicht in die Zelle gelangen, obwohl sie an der Membran
andocken oder gar dort steckenbleiben.

Zuné&chst folgt jedoch eine statistische Betrachtung deren Ziel es ist, ein Mal3 fur die
Wahrscheinlichkeit des Eindringens von AAV unter den gewdhlten (physiologischen)
Bedingungen zu erhaten. AnschlieRend wird die Problematik der z-Unschérfe in
mikroskopischen Fluoreszenz- und Durchlichtbildern und die daraus resultierenden
Problematiken eingegangen. Danach werden Bespiele von Viren, die in der Zellmembran
steckenbleiben, negatives Andocken oder Eindringen in die Zelle zeigen, dargestellt. Das
Verhalten des negativen Andockens wird im weiteren mittels einer Statistik Uber die
Wiederholungszahlen des Zellmembran-Kontakts innerhalb einzelner Trgjektorien néher
analysiert. Abschlieflend werden die Kontaktzeiten an der Zellmembran fir Einringen und
negatives Andocken statistisch bestimmt.

Die Adsorptionswahrscheinlichkeit von AAV unter den experimentellen Randbedingungen
soll unter Zuhilfenahme folgender Uberlegung abgeschétzt werden: Die Wahrscheinlichkeit,
dal? ein Teilchen, das in einem Abstand b zum ZelImittelpunkt startet, an der Zellmembran (im
Abstand a zum Zellmittelpunkt) ankommt, kann unter der Annahme, dal? die Zelle als Kugel
behandelt werden kann, geméal3 Gleichung (4-23) (Modell in Kapitel 4.1.3) berechnet werden.
Nimmt man an, dal3 im Radius ¢ = ma bereits Nachbarzellen als Adsorber fungieren und der
Startabstand b bei alen Teilchen zuféllig zwischen b = a und b = na variiert, kann der
Mittelwert <p> von p = Py S0 berechnet werden:
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Im Experiment mit AAV an Hel a-Zellen kann man einen mittleren Zellradius von etwa a = 4
um annehmen. Der Startpunkt des Virus (betrachtet werden nur Viren, die auBerhalb der Zelle
starten) befindet sich irgendwo zwischen O und 8 um im Abstand zur Membran (b = 4 bisb =
12 pm Abstand zum ZelImittelpunkt; n=3). Der Abstand zwischen benachbarten Zellen sei
etwa 20 um von Membran zu Membran (also ist m=5). Unter diesen Randbedingungen, die
eine sehr starke Vereinfachung der tatséchlichen experimentellen Situation widerspiegeln
(Unterschiede in Belegungsdichte, Zellgrofle und Lage jeder Zelle relativ. zum
Beleuchtungsspot), 183t sich <p> = 0,44 abschétzen.

<p(m=5n=3)>=

5In3- 2 - 0,44
8

Vergleicht man den abgeschdtzten Wert <p> = 0,44 mit dem experimentellen Wert
Puembrankontakt, der angibt, welcher Anteil an Viren in irgendeiner Form an der Zellmembran
ankommt, stimmen beide Werte recht gut tUberein (Abbildung 7.31).

Neben in die Zelle eindringenden Viren fihren digenigen, die in der Membran feststecken,
ebenfals dazu, da® das wélrige Medium zwischen den Zelen an AAV veramt. Der
gemeinsame Anteil von beiden ,Adsorptionsféllen* im Sinne der Verarmung der Lésung an
Viren betrégt Pasorption=9%.



»
B"*n <1:30071570G f
150 <
B “Va
2
=
V.\'\_,p\
start (t =0) e s
[ A number of mages (250in 1 min; 1min break)
x [pixel] [,
0 60s/120s  180s/240s  300s
: Q SI ® &
16 -
u x
4 ot
& 5
Ao B
v
. i3 .
. u
-
2 [
o

o 50 100 150 200 250 300 350

dtinms

Abbildung 7.35 Andocken eines von der Glasoberflédche kommenden AAV an der Membran

A: Das Virus wandert bereits weit vor der Zelle an der Glasoberflache entlang
(Durchlichtbild mit schematischer Trajektorie; Bildausschnitt im insertierten Bild sichtbar)
B: Trajektorie noch einmal alleine dargestellt

C: Der momentane Wert fiir <r®> (bestimmt aus je 50 Trajektorienschritten) wird mit
zunehmender Bildnummer der Trajektorie kleiner (Wechselwirkung von AAV mit der
Membran). Schliefflich konvergiert der momentane Wert fir MSD gegen Null (Virus steckt in
Membran).

D: Skizze zur Detektion der Diffusionsbewegung an der Glasoberflache

E: Das <r*>-t-Diagramm zeigt eine Gerade, die das Diffusionsverhalten von Viren in freier
Pufferlésung an Glasoberflachen beschreibt. Der schwarze Punkt bei dt = 200ms fur die
ersten 50 Trajektorienpunkte pal3t recht gut in die Gerade. Spater sinkt die momentane MSD
mit der Bildnummer der Trajektorie auf Null ab.
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(Positionsgenauigkeit von einem Pixe in x und y) wurde dies as Verweilen beurteilt, das in
Folge von Membrankontakt auftrat. Anhand der Bewegungsrichtung nach dem Verweilen
konnte in Membranstecker, eindringende Viren und solche unterschieden werden, die negatives
Andocken zeigten.

z-Unscharfe
el

Abbildung 7.32 Probleme in der xy-Positionsbestimmung von Zellmembranen auf Grund der
z-Unschérfe in Durchlichtbildern

Der Rand der Zellmembran féllt schréag ab. Die Grenze im Durchlichtbild (xy-Projektion )
wird dadurch breit (orange Begrenzungslinien). Die gelb markierten Trajektorien von AAV-
Cy5 liegen auRerhalb, die rot markierte innerhalb der Zelle. Da die Viren sich in leicht
unterschiedlicher z-Position befinden und die Membran nur unscharf abgebildet wird,
erscheinen unter Umsténden aulRerhalb der Zelle liegende (gelbe) Trajektorien weiter innen
alsinnerhalb liegende (rote).

Die folgenden Abbildungen 7.33 bis 7.35 zeigen die unterschiedlichen Typen von Viren-
Trajektorien, wie sie oben in der Statistik bereits erwdhnt und klassifiziert wurden.

In Abbildung 7.33 steckt AAV an der Zellmembran einer Zelle fest und bleibt dort Uber den
gesamten Detektionszeitraum von zehn Sekunden immobilisiert. Solche permanent in der
Membran steckenden Viren l6sten sich in keinem Fall wieder von der Zellmembran ab, weder
nach auf3en noch nach innen.
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Abbildung 7.33 Beispiel einesin der Membran steckenden Virus

A: Die ersten zehn Bilder der Bilderserie sind oben vergrofRert (Position entspricht dem
weif3en Vireck im Durchlichtbild) dargestellt.

B: Die kreisrunde Zelle ist im Durchlichtbild dargestellt. Darber projiziert ist schematisch
die Position des Cy5-Molekills, das die Lage des Virus lokalisiert. Die Position andert sich
wahrend der Messung nicht (Ungenauigkeit der Positionsmessung: + 1 Pixel )

C: Die totale Intensitét der Spots ist als Zeitspur rechts unten aufgetragen. Man erkennt
relativ starke Schwankungen des Signals (zwischen 200 und 700 a.u.). Es scheinen zwei
Farbstoffmolekiile nacheinander auszugehen: Nach etwa t = 2,3 s bzw. nach t = 4,7 s
photobleicht ein Farbstoff, das Sgnal erlischt in zwei Sufen.

In Abbildung 7.34 werden zwei exemplarische Trajektorien ausfuhrlich besprochen, die einmal
das Eindringen eines AAV (orange; grobe Wanderrichtung von unten nach oben), das andere
Mal das negative Andocken eines Virus (rot; wandert von unten nach oben) zeigen.
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Abbildung 7.34 Eindringen und negatives Andocken

A: Schematische Darstellung zweier Virentrajektorien. Die rote Trajektorie (Verlauf im Bild
von unten nach oben) zeigt negatives Andocken an der Membran. Die Trajektorie verlauft
nur scheinbar innerhalb der Zelle (vergleiche Kriterium fur Membran-Kontakt und
Abbildung 7.32) Mehrmaliges Stehenbleiben (aus der Analyse der Einzelschritte erhalten)
zeigt den Membrankontakt. Die orange Trajektorie ist ein Beispiel fur das Eindringen durch
die Membran. Das Virus bleibt beim Eindringen an der Membran kurz stehen und findet sich
spater innerhalb der Membranlinie wieder. Der Farbstoff ist im entscheidenden Moment
leider einige Bilder lang aus (Blinking). Ein Indiz daftr, daR hier tatsachlich ein Eindringen
vorliegt, ist die Tatsache, dal3 das Mean Square Displacement (MSD) der letzten
Trajektorienschritte deutlich groRer ist als zuvor.

B: Beim Ann&hern von auf3en werden beide Viren immer langsamer. In der rechten Graphik
ist das MSD (=<r?>) gegen die Zeit firr freie Virendiffusion in Pufferlésung aufgetragen.
Zusétzich erganzt sind zwei orange (bei <r®>>=0,05 und 0,5) und ein roter Punkt (bei
<r?>=0,1) fir das verwendete Zeitfenster der Bilderserie. Se zeigen das MSD als Ergebnis
von 50 Trajektorienpunkten fur den roten bzw. beim orangen AAV fur die ersten 50 und die
2weiten 50 Punkte. Man erkennt die deutliche Verlangsamung beider Viren.

Eine in vielen Féllen beobachtete Tatsache ist, dal3 Viren, sobald sie in die Nahe der Membran
kommen, deutlich langsamere Bewegung zeigen. Dies scheint zum enen damit
zusammenzuhangen, dal? sie dann in die Nahe der Objektrégeroberfléache gelangen und dort
bereits langsamer werden asin freier Losung (vergleiche Kapitel 7.4). Zudem verlangsamt sich
die Diffusionsbewegung der Viren durch Membrankontakt. Es kann dabei sowohl sein, da3
Viren an der Membran entlanglaufen, as auch daf3 sie mehrmals an der Membran negativ
Andocken und sich danach nochma von der Zelle ein kleines Stiick (wenige 100 nm)
wegbewegen. Wegen der Unschéafe der Bestimmung des Ortes der Zellmembran im
Durchlichbild (siehe oben) kénnen beide Féle nicht voneinander unterschieden werden. Ein
sehr imposantes Beispiel fur die Anngherung eines AAV an die Zellmembran zeigt Abbildung
7.35. Das Virus diffundiert hier zunéchst mit einer Geschwindigkeit, die der Diffusion von
AAV an Oberflachen entspricht. Im Verlauf der Trajektorie wird es immer langsamer (MSD
fir je 50 aufeinanderfolgende Trajektorienpunkte immer kleiner), bis es schliefdich an einem
Punkt an der Zellmembran andockt.
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ausgenommen), und fir solche, die in die Zelle eindringen, exakt gleich aus (<Dtmem™> = 80 ms).
In Abbildung 7.38 ist die Verteilung der unmittelbaren Andockzeiten flr eindringende AAV
abgebildet. Kein Unterschied zeigt sich bei den entsprechenden Zeiten fir negatives Andocken
(hier nicht gezeigt). Fur den Eindring-Mechanismus von AAV in Hel a-Zellen betrachtet, heil3t
das, dal3 der Prozel3 der Endozytose also nicht langer dauern kann als 80 ms. Vergebliches
Anbinden an die Oberflache ist nicht signifikant I&nger.
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Abbildung 7.38 Verteilung der unmittelbaren Andockzeiten t an der Zellmembran fir das
Eindringen (<Dtmen(0® cy)> =80 ms) und das negative Andocken (<Dtmem(0® 0)> = 82 ms)

A: Die Integralfunktion g(t) der Wahrscheinlichkeitsverteilung (oben) ist der Fit (rote Linie;
Sgma-Funktion) der akkumulierten relativen Haufigkeitsdichte von t (schwarze Punkte;
erhalten aus 42 Trajektorien fur das Eindringen und 137 Ereignissen fir das negative
Andocken).

B: Die Ableitung von g( t) ergibt die Dichtefunktion pdt (schwarze Punkte unten), wenn man
die Fléche dieser Funktion auf A=1 normiert (Fl&achenberechnung durch GaufZfit, rote Linie
unten). Diese Dichtefunktion zeigt die Verteilung der unmittelbaren Andockzeiten t
(<Dtmem(0® cy)> =80 ms £ 11 ms bzw. <Dtpem(0® 0)> = 83 ms + 7 ms) . In blauen Balken
daneben ist die relative Haufigkeitsverteilung der Andockzeiten t dargestellt.

Neben den unmittelbaren Andockzeiten kénnen aus den Trajektorien von Eindringen bzw.
negativem Andocken die Kontaktzeiten Dtconat (Kontaktzeiten) bestimmt werden. Dies sind
die Zeitintervalle vom ersten Kontakt des Virus mit der Zellmembran bis zum letzten. Die
Verteilung dieser Kontaktzeiten Dtconac fUr beide Félle zeigt Abbildung 7.39.
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Im Rahmen der Postionsgenauigkeit von + 1 Pixel bleibt das Virus dann dort, bis der Farbstoff-
Label durch Photobleichen aufhért zu fluoreszieren. Dies ist Uber eine halbe Stunde lang der
Fall. Die vorliegende Spur wurde aus drei Bilderserien erstellt, die mit einer Verzogerungszeit
von 60 Sekunden zwischen den Spuren aufgenommen wurden. Das Virus wurde anschlief3end
(mit unterbrechenden Dunkelphasen der Beleuchtung zur Schonung des Farbstoffes) bis 1570
Sekunden (Zeitpunkt des Photobleachings) nach Start der ersten Aufnahmeserie verfolgt.

In Kapitel 4.1.3 wurde fir ein eindimensionales Model die mittlere Zeit W(x) eingefihrt, nach
der ein Teilchen, das zwischen zwel Adsorbern frei diffundiert, von einem der beiden
eingefangen wird. Mittelt man Uber alle moglichen Startpositionen x, erhdlt man <W> gemal3
Gleichung (4-26). Auch wenn unsere experimentellen Randbedingungen sicher nicht durch ein
lineares Modell wiedergegeben werden kdnnen (sondern durch das bereits oben erwéhnte
Kugelmodell), kann das unter der Annahme des simplifizierten linearen Modells errechnete
<W> einen Anhaltspunkt liefern, nach welcher mittleren Zeit (als GréRenordnung) die Losung
an AAV verarmt sein mifdte, wenn ale Zellen as vollsténdige Adsorber (h=100%) wirken, die
Glasoberfléche(n) dagegen nicht. Fir b = 20um und D = Daay = 7,5 um?/s errechnet sich ein
Wert fir <W>, der im Bereich von etwa 5 Sekunden liegt:

2 2
ey > DY 400um”

== =55
12D~ 90pm

Tatséchlich finden sich noch nach 40 bis 50 Minuten Viren im zwischenzellul&ren Raum. Dies
kann im wesentlichen auf zwel Faktoren zurlickgefuhrt werden. Einerseits verlangsamt sich die
Diffusion an der Glasoberfléche, zum anderen wirken die Zellen nur as sehr schlechte
Adsorber (h=13%) bzw. Absorber. Viele Viren zeigen daher ja auch negatives Andocken mit
einer Reihe von Andockwiederholungen nrocn, bis sie aus dem Bereich der Zelle wieder
verschwinden. Die mittlere Anzahl der Wiederholungen <n> = <nrqs> kann gemél3 Gleichung
(4-24) hochgerechnet werden (Kugelmodell im Kapitel 4.1.3; Kugel as kompletter
Nichtadsorber mit h=0). Nimmt man an, dal? sich ein Teilchen mit einer Wiederholungszahl
INrouch ZWischen zwei Beruhrungen stets um b-a= 1 pm von der Zelloberfléache entfernt, ehe es
die Zellregion entgliltig verl&3t, kann <n> abgeschétzt werden. Fur Zellen mit den Radien von
@rin = 4 UM bis amx = 6 um ergibt sich eine mittlere Wiederholungszahl von 5.

<n>mln:¢:i:4
bmin-amin 5-4
<n>max_ amax = 6 =6
bmax-amax 7-6
<n>=5%1

Abbildung 7.36 zeigt ein AAV, das nach funf negativen Andockversuchen die Zellmembran in
Richtung freie Lésung verlaft.
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Abbildung 7.36 Negatives Andocken mit einer Reihe von 5 Wiederholungen beim Andocken

A: 16 Bilder der Fluoreszenz aus dem Bereich der zweiten bis dritten Sekunde der Zeitspur
B: Durchlichtbild mit Trajektorie. Die genaue Auswertung der Einzelschritte der Trajektorie
ergibt finf Sellen mit negativem Andocken. Die weif3en Kreise im Zellbild links unten zeigen
wo diese Sellen liegen.

C: Vergrolerte Darstellung der Trajektorie mit den eingekreisten Andockstellen.

D: Fluoreszenzzeitspur der totalen Intensitét.

Die Auswertung aller 269 Trajektorien, die negatives Andocken zeigen, ergab die Verteilung
der Wiederholungen nrouc, die Abbildung 7.37 zeigt. Sie stimmt mit dem abgeschétzten Wert
recht gut Uberein.
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Abbildung 7.37 Verteilung der Wiederholungszahlen nroych (<Nrouen™> = 4,4 £ 3,1)

A: Die Integralfunktion g(nroucn) der Wahrscheinlichkeitsverteilung ist (oben) der Fit (rote
Linie; Sigma-Funktion) der akkumulierten relativen Haufigkeit von nrouen (Schwarze Punkte;
erhalten aus 269 Trajektorien, die negtives Andocken zeigen).

B: Die Ableitung von g(nroucn) ergibt die Dichtefunktion pdnrouen (Schwarze Linie unten),
wenn man die Fléche dieser Funktion auf A=1 normiert (Flachenberechnung durch GaufZfit,
rote Linie unten). Diese Dichtefunktion zeigt die Verteilung der nrouen Wiederholungen
(<Mrouer> = 4,4 % 3,1). In blauen Balken daneben dargestellt ist die relative
Haufigkeitsverteilung von Nroyeh.

Die Verteilung der unmittelbaren Andockzeiten Dtyem, &S0 der Haltezeiten an einer
Membranstelle, sieht fir Viren, die negativ andocken (in der Membran steckende Viren
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Abbildung 7. 41 Endozytose und endosomaler Transport, beobachtet am einzelnen AAV

A: Photo einer HelLa-Zelle, aufgenommen mit einer CCD-Photokamera (Nikon Coolpix 990;
3,3 Mio. Pixel; links) daneben: gleiches Photo mit Skizzierung von Zellmembran und
Zellkern (gelbe Linien)

B: die ersten zehn Bilder der Trajektorie

C: Durchlichtbild der Zelle. Mit Hilfe der am Photo erstellten Skizzierung kénnen
Zellmembran und Zellkern relativ exakt eingezeichnet werden. Die Trajektorie des
Endosomsist rot dargestellt.

D: Fluoreszenzzeitspur der Trajektorie

Von dem Eindruck individueller Trajektorien aus wurde in einem weiteren Schritt versucht,
anhand der Auswertung dieser Tragektorien Diffusionskoeffizienten zu bestimmen. Dazu
wurden aus Bilderserien mit mindestens 30 Bildern (nahezu alle Trajektorien im Bereich von
30 bis 250 Bildern, mittlere Bilderzahl bei etwa 100) die einzelnen MSD- (<r®>-) Werte fiir
verschiedene Zeitfenster bestimmt. 40 ms war das Intervall der <r*>-Bestimmung vom ersten
zum néchsten Bild, 80 ms das Intervall derjenigen vom ersten zum dritten Bild usw. Solche
<r’>-Werte lassen sich natiirlich nur noch dann sinnvoll angeben, wenn gentigend Datenpunkte
fir jeden einzelnen Wert zur Verfligung stehen. Nach Saxton [110] ist es nicht sinnvall,
Zeitintervalle zu wahlen, die nur mehr mit ¥ der Datenpunkte im Vergleich zum kleinsten
Zeitintervall auskommen. In unserem Fall wurde die Auswertung mit den ersten fiinf moglichen
Zeitfenstern durchgefuhrt.

Die Auswertung aller 96 Trajektorien im Zytoplasma ergab zwel unterschiedliche Typen von
Wanderungsverhalten. 58% (56 Trajektorien) zeigten freies Diffusionsver halten, 42% zeigten
ein davon abweichendes Verhalten, namlich anomale Diffusion (wie in Kapite 4.2
beschrieben). Die frei diffundierenden Teilchen konnten in zwel Kategorien je nach GréfRe des
Diffusionskoeffizienten (<Dendzyo> = 0,6 pm?/s bzw. <Daavzyie> = 1,3 pm?/s) unterteilt
werden. Wir schreiben den ersten Diffusionskoeffizienten der Diffusion von Endosomen im
Zytoplasma zu, den zweiten der Diffusion des freien Virus im Zytoplasma. Diese These wird
durch folgende Uberlegung unterstiitzt: Im Zytoplasma sind die Diffusionskoeffizien von
Makromolekiilen in der Regel kleiner, as man nach der Formel von Stokes-Einstein (4-37)
erwarten sollte, wenn man ds Viskositdt ungeféhr digenige von Wasser einsetzt. In der
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Abbildung 7.39 Verteilung der Kontaktzeiten an der Zellmembran fir negatives Andocken
(< I:x(:omact(C(R) 0)> = 277 S, |InkS) und Ei ndringen (< I:x(:omact(C(R) Cy)> = 112 S, I'EChtS)

A: Die akkumulierten relativen Haufigkeiten (schwarze Punkte; erhalten aus 31 Trajektorien
fir negatives Andocken (Stichprobe) bzw. 42 Trajektorien fir Eindringen) lassen sich mit
keiner Sgma- oder Mehrfachsigmafunktion sinnvoll fitten (dargestellter Fit als
Sattigungsfunktion mit t;5(0® cy) = 0,5 sfur das Eindringen).

B: In blauen Balken darunter dargestellt sind die relative Haufigkeitsverteilungen der
Kontaktzeiten <Dteonact(0® cy)> = 1,2 s + 2 s UNd <Dteontae(0® 0)> = 2,7 s + 3 s. Die
Mittelwertbestimmung erfolgt Uber arithmetische Mittelung. Der Fehler ist die
Standardabweichung und resultiert aus der Mittelwertberechnung.

Die Kontaktzeiten liegen in einer GrofRenordnung von wenigen Sekunden. Da bei der
Auswertung nicht immer ein hinreichend praktikables Auswertungskriterium dafir gefunden
werden konnte, ob AAV wahrend dieser Zeit standig an der Membran entlangléuft oder
zwischen erstem und letztem Kontakt mehrmals die Membran verl&’t (was bel den meisten
Trajektorien ohnehin signifikant der Fall war), darf davon ausgegangen werden, daf3 die
tatsachlichen Kontaktzeiten der Viren kirzer sind as die hier ermittelten. Die hier bestimmten
Zeiten scheinen ein Mal3 fir die Zahl <nroer™> zU sein. Daher kann es nicht verwundern, wenn
die bestimmten Mittelwerte fur t zwischen negativem Andocken und Eindringen
unterschiedlich sind. Die Spuren, bei denen AAV in die Zelle gelangt, zeigen weniger
Andockwiederholungen als digienigen, bel denen AAV nicht in die Zéle gelangt. Wenn ein
Virus in die Zelle eingedrungen ist, kann es zu keinem Zellmembran-Kontaktereignis mehr
kommen.
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7.6.3 Diffusionsverhalten im Plasma

Nach Bartlett und Samulski [197] ist die AAV-Infektion ein so effizienter Prozel3, dal’ das
Virus dleine (ohne Fremdsubstanzen oder Begleiterviren) ein Durchdringen der Zellmembran
bewerkstelligen konnen muR. Tats&chlich scheint die Endosombildung an der Zellmembran
den Eindringzeiten nach sogar ein sehr schneller Prozef3 zu sein. AAV dockt an der
Zellmembran an, und das fertige Endosom beginnt sich innerhalb von weniger als 100ms im
Zellplasma zu bewegen. Dabel durchléuft es in Zeitintervallen von einer bis zehn Sekunden
Wegstrecken von einigen um. In vielen Féllen bewegt es sich zwischen Zellmembran und
DéH kenstehiautgehbenmene Trajektorie (Abbildung 7.40) im Zytoplasma (pH = 9) zeigt das
AAV-Verhdten, vom Eindringen in die Zelle ausgehend bis zum Photobleichen des Farbstoffs,
recht eindrucksvoll. Zunéchst wandert das Virus langsam (in kleinen Einzelschritten) an der
Zellmembran entlang und findet einen Andockpunkt (mit Pfeil markiert). Hier bleibt es kurz
(drei Bilder) stehen und beginnt dann von hier aus auf der dem Zellinneren zugewandten Seite
mit groflen Einzelschritten (der mechanistischen Interpretation nach) im Endosom
weiterzuwandern. Man erkennt die Wechselwirkung mit der Kernmembran und der
Zdlmemran. Die Trgjektorie ist zweimal unterbrochen gezeichnet, weil an diesen Stellen das
Farbstoffmolekdl blinkt. Die Trajektorie endet nach insgesamt 89 Einzelschritten mit dem
Photobleaching von Cy5.
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Abbildung 7.40 Die erste Trajektorie im Zytoplasma (Aufnahme bei pH = 9)

A: Durchlichtbild der Zelle mit Skizze von Zellmembran (gelb) und Kern (griin) und dem
Verlauf der Trajektorie (rot). Die gelben Pfeile zeigen das ,, Ping-Pong-Verhalten* zwischen
Kern und Membran.

B: Verlauf der Trajektorie. Sart- und Endpunkt sind mit Pfeilen hervorgehoben. Die gelben
Punkte zeigen Sellen, an denen das Virus 120 ms lang, die roten Stellen, an denen es 80 ms
lang an der Membran verharrt. Auf vier negative Andockversuche folgt das Eindringen
(vergleiche auch Schemabild).

Ausgehend von den ersten Eindriicken von SDT-Traektorien im Zellplasma, wurde eine
experimentelle Neuerung, namlich die Installation einer Photokamera am Okularausgang des
Mikroskops, eingefiihrt. Sie sollte es ermdglichen, zusétzlich zu den Durchlichtbildern, die mit
dem herkdmmlichen Setup aufgenommen werden konnen, bessere Zellbilder zu bekommen.
Damit sollte das Wanderungsverhalten von Endosom (bzw. freiem AAV) genauer in Bezug zur
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Lokalitét von Zellmembran und Zellkern gebracht werden. Abbildung 7.41 zeigt eine solche
Photographie und beschreibt ihre VVerwendung.
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Als Mittelwerte ergeben sich bel pH = 7 <Dengozaie> = 0,57 pm?/s + 0,2 um?/s und <D gngo zalle™>
= 1,3 um?#s + 0,9 um?#'s bzw. bel pH = 9 <Dgngozaie> = 0,64 um?/s + 0,2 um?/s. Wie bel der
Diffusion von Viren in wél¥riger Losung sind die gemessenen D-Werte kleiner a's die nach der
Berechnung erwarteten Werte. Eine plausible Erklérung wurde bislang dafir nicht gefunden.

Wird die Wechselwirkung von AAV bzw. Endosom mit der lokalen Umgebung im Zytoplasma
zu grof3, tritt anomale Diffusion (siehe oben) auf. Welche Art von Wechselwirkung dabei
tatséchlich auftritt ist im Einzelfall nicht zu kl&ren. Prinzipiell mogliche Interpretationen wéren:
Das Auftreten einer hohen lokalen Konzentration an grofReren Tellchen im Zytosol (Obstacles),
die Verdichtung von zytoskeletdren Substrukturen, die sich durch das Zytoplasma ziehen
(Siebwirkung) oder temporére Adsorptionsprozesse des wandernden Teilchens an
Zellbestandteilen. Die Stérke solcher Wechselwirkungen, die wéahrend einer Trajektorie
auftreten, nimmt mit kleiner werdendem Parameter a zu. Im Experiment traten fir Werte von
a =0,6 bisa = 0,9 auf. Die Verteilung der Haufigkeit von a zeigt Abbildung 7.44.

<rz> = 4pt2

anomale Diff. (Haufigkeit)

10

B anomale Diff.
(Haufigkeit)

O N b~ O
|

0,6 0,7 0,8 0,9

a
Abbildung 7.44 Haufigkeits-Verteilung der a-Werte bei anomaler Diffusion

Das Balkendiagramm zeigt keine signifikanten Maxima der Haufigkeitsverteilung zwischen
a=06unda=0,9.
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Literatur [163] geht man davon aus, dal3 Systeme, die im GréRenbereich unseres Virus liegen,
um Faktor vier bis funf erniedrigte Diffusionskoeffizienten im Zytoplasma relativ zu waldriger
Ldsung zeigen bzw. die effektive Viskositdt im Zytoplasma fur Makromolekile scheinbar um
Faktor vier bis funf erhoht ist. Dies kann mit Modellvorstellungen erklart werden, die
zelluldren Strukturen eine Art Siebwirkung zuschreiben, die zur Verlangsamung der
Diffusionsbewegung von Makromolekilen fuhrt. Obwohl die Biomolekile dem Modell von
Saxton [110] nach eigentlich anomal diffundieren, zeigt sich eine lineare Beziehung zwischen
MSD und der Zeit t (quas freie Diffusion). Naheres kann dem Kapitel 4.2 entnommen werden.
Berechnet man nun solche , fiinfmal kleineren Diffusionskoeffizienten Dzgie*, SO ergibt sich fr
kugelformige Teilchen mit Radius 13 nm (Radius von AAV) ein Wert von Dzy(a=13nm) = 2
p?/s. Fur doppelt so grofle Radien erhdlt man Dzpz(a=25nm) = 1 pm?/s. Im Rahmen der
Mef3genauigkeit kann man daher den grofen gemessenen D-Wert freien AAV-Tellchen
zuschreiben, den kleineren D-Wert Endosomen vor der Offnung, die einen etwa doppelt so
grofRRen Radius (Annahme) as der freie Virus aufweisen. Diese Zuordnung erscheint sinnvoll,
da bei Kontrollmessungen bei pH=9 (Zugabe von Ammoniumchlorid-Puffer), wo die sauer
katalysierte Endosoméffnung

=
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Abbildung 7.42 Vertreter der drei typischen Trajektorienarten

A, B: Bilderserien der Aufnahme von magenta-farbener (A) bzw. griiner und orangener (B)
Trajektorie

C: Durchlichtbild der Zelle mit den projizierten Trajektorien

D, E: <r?>>-t-Diagramm und Intensitétszeitspur der orange Trajektorie

F, G, H: <r’>>-t-Diagramm und Intensitatszeitspur der griinen und magenta-farbenen
Trajektorie

Anomale Diffusion zeigt die orange Trajektorie (D = 0,20 pm&'s und a =0,6 im <r?-t-
Diagramm; D). In der Zeitspur (E) und den ersten 16 Bildern (A) der Trajektorie
(Durchlichtbild C) zeigt sich das Einzelmol ekiilverhalten des Labels durch Blinken.

Lineares Diffusionsverhalten wie es fir endosomale Wanderung zu erwarten ist, zeigt die
grine Trajektorie (mit D = 0,55 urr?/s im <r?>-t-Diagramm; F). Die Folge aus 16 Bildern
(B) entspricht der Zeitspur (H) ab etwa 0,5 s.

Lineares Diffusionsverhalten gemar Wanderung von freiem AAV zeigt die magenta-farbene
Trajektorie (mit D = 1,5 pum#/s im <r?>-t-Diagramm; F). Die Folge von acht Bildern (B)
entspricht der Zeitspur (G) ab etwa 0,5 s.
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unterdriickt ist (in keinem Fall Viren im Zellkern nachweisbar), nur ein Wert von D = 0,65
um?/s auftrat.

Die anoma diffundierenden Teilchen zeigten Werte fiir a, die zwischena = 0,5und a = 0,9
lagen, und D-Werte, die von D = 0,3 pm?/sbis D = 1,5 pm?/s reichten.

Abbildung 7. 42 zeigt drel unterschiedliche Typen von Trajektorien in einer Zelle: Die orange
Trajektorie zeigt anomale Diffusion, die grune lineare Diffusion mit einem Diffusions-
koeffizienten, der dem endosomalen Transport von AAV entspricht, und die magenta-farbene
lineare Diffusion, wie sie der Wanderung von einem freien AAV entspricht. Die Bilderfolge der
orangen Trajektorie zeigt zudem sténdiges Blinking des Farbstoffes.

Die Vertellung der einzelnen Diffusionskoeffizienten der Trgjektorien, die freie Diffusion
zeigten, ist in den Abbildungen 7.43 fir pH=9) und pH=7 wiedergegeben.
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Abbildung 7.43 Verteilung der Diffusionskoeffizienten bei pH=9 (links;<D> = 0,64 pmg/s)
und bei pH = 7 (rechts; <D ;> = 0,57 pne/s; <D > = 1,3 un#/s)

A: Die Integralfunktion g(D) (oben) ist der Fit (rote Linie; Sgma-Funktion), der der
akkumulierten relativen Haufigkeit von D (schwarze Punkte; erhalten aus 10 Trajektorien
bei pH = 9 bzw. aus 53 Trajektorien bei pH = 7) entspricht.

B: Die Ableitung von g(D) ergibt die Dichtefunktion pdD (schwarze Punkte unten), wenn man
die Fléache dieser Funktion auf A=1 normiert (Fl&achenberechnung durch GaufZfit, rote Linie
unten). Diese Dichtefunktion zeigt die Verteilung der D-Werte (< Dgndo-zelle > = 0,64 pme/s +
0,2 pmé/s bei pH = 9 bzw. <Degngo-zelle™> = 0,57 pn?/s = 0,2 pe/s, <D pav-zele> = 1,3 pe/s =
0,9 um?/s bei pH = 7). In blauen Balken dargestellt ist die Haufigkeitsverteilung von D.
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Abbildung 7.47 ,, Confined Motion“ im Zellkern

A: Dargestellt ist ein Ausschnitt der Bilderserie von 12 Bildern (A; Sart bel etwa 1,2 sin
der Zeitspur C).

B: Die Trajektorie Uber dem Durchlichtbild der Zelle zeigt im Teil innerhalb des Zellkerns
das Verhalten standigen Uberstreichens einer Flache mit Durchmesser von etwa d = 1 pm.
C: Intensitatszeitspur

D: Im <r2>-t£Diagramm(D) zeigt sich ein asymptotischer Verlauf mit einem Grenzwert von
re = 25 pixel“.
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7.6.4 Bewegung im Kern

Die Effizienz der AAV-Infektion héngt Uberwiegend am effizienten Eindringen des Virus-
Genoms in den Zellkern. Eine entscheidende Frage hierbei ist die Uberwindung der
Kernmembran. Bartlett und Samulski gehen von einer perinuklearen Anlagerung von AAV
aus. lhrer Ansicht nach verbleibt das Virus wéhrend der ersten Phase der Anlagerung
moglicherweise noch im bereits teillweise stofflich abgebauten Endosom. Allerdings sind sie
sicher, dal? die Endosoméffnung bereits vorher abgeschlossen ist. Die perinucleare Anlagerung
ist in ihren Experimenten mit unphysiologisch vielen Viren (Minimum mehrere Zehntausend je
Zelle) Uber einen Zeitraum von 40 Minuten bis mehreren Stunden nach dem Start der Infektion
zu beobachten. Zudem kénnen sie nachweisen, dal3 ein Anteil an gelabeltem Virus-Kapsid
(nach einigen Stunden) in den Zellkern eindringt. Sie vermuten, dal3 AAV als ganzes in den
Zellkern gelangen kann, obwohl sie nicht mit Sicherheit davon ausgehen kdnnen, dal3 seine
Proteinhille unveréndert bleibt [197].

Die Frage, inwieweit AAV as ganzes in den Kern eindringen kann, hangt davon ab, ob es die
sogenannten Kernporenkomplexe (NPC, nuclear pore complex) durchqueren kann, die -
vereinfacht betrachtet- funktionale Offnungen an der Kernmembran zum Zellplasma hin
darstellen. Der Eindringmechanismus in den Kern unterscheidet sich bel vielen Viren je nach
Aufbau, GrofRe und Strukur des Kapsids [203, 250]. So fuhren RNA-Viren wie HIV- oder
Influenza-Viren einen Nucleoproteinkomplex in spezieller Konfiguration tUber die NPC mit in
den Kern ein [243-245]. Kleine DNA-Viren, wie SV40, durchdringen die NPC nach einer
Konformationsénderung des Kapsids [246]. Grof3e DNA-Viren, wie Adenoviren oder Herpes-
Viren, streifen bereits vor dem Erreichen der Kernmembran einen Grofeil ihres Kapsids ab.
Sie docken dann - immer noch von einem Restkapsid umgeben - an den NPC an und streifen
dort auch mit Hilfe der NPC die Ubrige Proteinhille ab und entlassen ihr Genom ins
Kernplasma [203, 247]. Als kleiner DNA-Virus mit einem Durchmesser von etwa 25 nm sollte
AAYV eventuell in der Lage sein, NPC (Durchmesser 23 nm) durchdringen zu kénnen.

In unseren Experimenten konnte zweifelsfrel bestétigt werden, dal3 AAV, inklusive Kapsid, in
die Region des Zellkern von HelLaZellen eindringt. Eine perinucleare Anlagerung im Sinne
einer langeren Verweilzeit (im Minuten- oder gar Stundenmal3stab) an der Kernmembran
konnte in keinem Fal gefunden werden. Wir haten die Verwellzeit fur ein Artefakt
fluoreszenzmikroskopischer Untersuchungen an unphysiologisch stark infizierten Zellen.
Moglicherweise kommt es in solchen Experimenten an der Kernoberflache zu AAV-
Verklumpungen, die ein Eindringen ins Kerninnere durch die NPC unmdglich machen.
Innerhalb der Region des Kerns selbst wurden neben einigen immobilen Molekilen knapp
einhundert SDT-Trajektorien gefunden, die Wanderungen mit gerichteter Bewegung Uber
mehrere um zeigten. Diese Bewegungen scheinen in Rohren stattzufinden, wie sie von Fricker
[248] oder Broers beschrieben werden [282]. Mehrere Viren beschritten ndmlich in gleichen
Zellen oft exakt gleiche Wanderungstrajektorien. Alle Trajektorien zeigen eine Bewegung, die
in Kapitel 4.2 as directed motion bezeichnet wurde, und somit Abweichung vom freien
Diffusionsverhalten.

Die Diffusionshewegung ist Uberlagert von einer gerichteten Bewegung, verursacht entweder
durch eine Strémung oder durch Motorproteine, die innerhalb von Kanden, die den Kern
durchziehen, vorhanden sind. Die gemessenen Diffusionskoeffizienten liegen zwischen 0,25
um?/s und 0,35 pm?/s und sind, verglichen mit denen des freien Virus im Cytoplasma (<D aav-
zale > = 1,3 um?/s), deutlich langsamer. Die Kandle scheinen also nicht viel grof3er zu sein as
das Virenkapsid und bremsen somit den Diffusionsanteil der Bewegung. Die
Stromungsgeschwindigkeit liegt zwischen v = 0,2 und v = 1,4 ym/s. Sie kann in gleichen
Kandlen zeitabhangig unterschiedlich gro3 sein. Abbildung 7.45 zeigt zwei gleichzeitig
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aufgenommene Trajektorien in einer Zelle mit groRem Zellkern. Beide Viren wandern gerichtet,
aber in verschiedene Richtungen, was eine systematische Driftbewegung des ganzen Kerns as
Erklarung fur die gerichtete Bewegung unmdglich macht.

A
B C D

1in 0,04 s [a.u]

Abbildung 7.45 Diffusion mit gerichteter Bewegung im Kern

A: Ausschnitt der Bilderfolge, diein 16 Bildern die rote und grune Trajektorie zeigt

B: Die beiden schematisch Uiber dem Durchlichtbild eingezeichneten Trajektorien zeigen
gerichtete Bewegung Uber mehr als 10 pm. Die Lage der Fluoreszenzbilder relativ zur
Durchlichtaufnahme zeigt das weif3e Quadrat (unten links).

C und D: Die abgebildeten Zeitspuren sind so dargestellt, dal ihre jeweils ersten Punkte mit
dem ersten Bild in A beginnen.

Abbildung 7.46 zeigt verschiedene Trajektorien im gleichen Zellkern. Man erkennt zwei im
gleichen Kanal wandernde Viren. Die einzelnen MSD-t-Diagramme zeigen parabeldhnlichen
Verlauf. Interessant ist auch, daf? eine Trajektorie (magenta) den ganzen Kern zu durchqueren
scheint.
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Abbildung 7.46 Trajektorien durch den Zellkern mit zugehdrigen <r?>-t-Diagrammen

Die t-<r?>-Kurven zeigen, daf die Diffusion von einer gerichteten Bewegung Uberlagert ist
(directed motion).

Eine mogliche Erklérung fir das hier erstmals beschriebene Wanderungsverhaten von AAV
im Zellkern bietet die von Fricker und Vaux [248] gefundene réhrenartige Struktur innerhalb
des Zellkerns verschiedener Zelltypen (auch von Hel a-Zellen), die man sich as Ergebnis von
Einstilpungen in der Kernmembran denken kann. Diese Einstilpungen formen Kandle von
weniger als 100 nm bis 400 nm Durchmesser, die von der Kernoberfléche bis tief ins
Kerninnere reichen, tellweise sogar durch den ganzen Kern gehen und dabei feine
Verdstelungen zeigen. Die Oberfléche dieser Kandle ist mit NPC bedeckt [248]. Ein nur
schwach ausgeprégtes Netzwerk an Roéhren vorausgesetzt, bieten diese Kande im
Zellkerninneren den Vorteil, dal3 nahezu ale Transportwege vom Zellplasma zu alen Stellen
des eigentlichen (von der Kernmembran umgebenen) Kerninneren wesentlich verkirzt sind,
wenn man sie mit der Wanderung von der Kernumrandung aus vergleicht. AAV scheint beim
Eindringen in den Zellkern diese Kana strukturen zu nutzen, da alle Bewegungen im Zellkern
gerichtet waren und entsprechendes Bewegungsverhalten im t-MSD-Diagramm zeigten. Die
Grole (der Durchmesser) der einzelnen Rohre konnte sowohl die verschiedenen
FluBgeschwindigkeiten v in diesen Kandlen erkldren as auch die Erniedrigung des
Diffusionskoeffizienten. Auch die Wanderung quer durch den Zellkern, wie sie einige
Trajektorien zeigen (vergleiche auch Abbildung 7.45), kdnnte als Wanderung eines Virus quer
durch eine den Kern komplett durchdringende Rohre erklart werden. Die Frage, ob AAV
letztendlich mit seinem Kapsid durch die NPC in den Zellkern aufgenommen oder ob nur das
Virusgenom eingeschleust wird, 18 sich in diesem Experiment nicht kl&ren. Wir kénnen nicht
ausschlieffen, dal3 AAV im Kern nicht bereits NPC durchquert hat und jenseits der Membran
mit &nlichem Bewegungsverhalten weiterwandert.

Auch ein Steckenbleiben im Kern kann zum einen auf ein Andocken des Virus an NPC mit
anschliefender Kapsidéffnung und Genomeinschleusung (wie etwa beim Adenovirus)
hindeuten. Andererseits kann es sein, da3 AAV jenseits der NPC, die in den
»Einstilpungsréhren” sitzen, nur mehr eine geringe Wegstrecke zurlicklegt. Mdglicherweise
sind die letzten Wanderungsschritte vor dem Andocken im wirklichen Kerninneren in der
Trajektorie gar nicht mehr identifizierbar, weil sie nur noch im Bereich einiger hundert nm
liegen. Hier mussen etwas modifizierte Experimente durchgefuhrt werden, in denen mit
verschiedenen Labeln an Genom und (zugleich) Kapsid gearbeitet wird.
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Abbildung 8.1 Termschema einer Energietransferreaktion mit Donor D und Akzeptor A und
Ubergangsrate kpa

Die zeitabhéngige Schrodinger-Gleichung (vergleiche auch Kapitel 2.1), angewandt auf ein
einfaches Zweiniveausystem (m: Anfangszustand, n: Endzustand), liefert die Ubergangsrate
km [224] in Gleichung (8-1).

K = 2 d(E, - E <Y ,[HEY, >F
h d: Diracsche d-Funktion (8-2)

Energietransfer findet nur statt, wenn E,, = E,. Absorption von A und Emission von D treten
mit gleicher Wellenlange auf.

_1 . . 1 . R
Yi - ﬁ (D(l) A(Z) * D(Z) A(l) ) Y = TZ(D(D A(z) t D(z) A{l))

Seien nun y;und y¢ symmetrieangepaldte Wellenfunktionen (Gleichungen oben; m=i: initial,
n=f: final), dann erhalt man die Ubergangsrate kpa bei Beriicksichtigung aller erlaubten
Schwingungszustdnde von D und A (8-2). Der eine Zustand i im Zweiniveausystem ist, der
Vorstellung der Berechnung nach, die Situation vor dem Transfer (Donor angeregt, Akzeptor
nicht), der andere Zustand f die Situtation nach dem Transfer (Akzeptor angeregt, Donor
nicht).
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Abbildung 7.47 zeigt eine Besonderheit, die in zwei von 96 Féllen auftrat. Diese kdnnte darauf
hindeuten, da3 AAV tatséchlich die NPC mitsamt Kapsid durchdringen kann. Im Inneren der
Zellkernumrandung tritt eine Bewegung des Virus auf, die in Kapitel 4.3 as ,,confined motion*
bezeichnet worden ist. Das MSD-t-Diagramm zeigt asymptotischen Verlauf. Die waagrechte
Asymptote liegt bei 25 pixel®=0,29 ym2. Der Radius der kreisférmigen Begrenzung liegt also
bei etwa 0,5 pm. Das wird auch aus der schematisch gezeichneten Trajektorie (Durchmesser
des Kreises aller roten Punkte bei 1 pm) sichtbar. AAV diffundiert also frei im Kerninneren .
Der zur Bewegung frei verfligbare Raum ist aber so klein, dal? die einzelnen Bewegungsschritte
im Zeitfenster des Experiments bereits so gro3 sind, dal? sie an der Begrenzung stets abprallen
und so deren GroflRe ausmessen. Inwieweit es sich um eine Bewegungen im Raum zwischen
einzelnen Chromatid-Doménen [281] handelt, ist derzeit unklar.

Es wurde versucht, das Eindringverhalten in den Kern mit dhnlichen Zeitbestimmungen wie
beim Eindringen durch die Zellmembran ins Cytoplasma zu charakterisieren. Nach dem oben
beschriebenen Rohrenmodell ist diese Auswertung (die sich rein an der Kernumrandung
orientiert) zwefelhaft. Dennoch bestétigt sich bei den wenigen Traektorien, die ein
Eindringverhaten im Sinne der Durchquerung der gedachten Kernmembranumrandung zeigten
(und dann auch ihr Bewegungsverhalten anderten!), dal’3 eine Verzégerung im Sinne einer
perinuclearen Anlagerung nicht auftrat. Die Kontaktzeiten an der Kernmembran (vom ersten
Kontakt zum tatschlichen Eindringen) lagen im Bereich von etwa einer Sekunde
(<Dtcontact(cy® n)> = 0,9 s+ 1 s; Abbildung 7.48).
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Abbildung 7.48 Kontaktzeiten an der Kernmembran bis zum Eindringen

Der Mittelwert aus sechs Trajektorien, die Eindringen in den Kern zeigten betrégt
(< I:):Contact(c}'(@ n)> = 0,9 s+1 S).
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Abbildung 7.49 Zeitliche Abhangigkeit der Infektionswahrscheinlichkeit p

Die Halbwertszeit der Infektion von einigen hundert gescreenten Zellen betrug t; (infection) = 15 min + 1 min.
Infektionskriterium war die Identifizierung mindestens eines immobli-sierten AAV im Zellkern.

Beim schnellen Screenen Uber einige hundert Zellen zeigte sich, dal3 nach einer Halbwertzeit von 15 Minuten
mindestens ein immobilisiertes Virus im Kern der Hafte der untersuchten Zellen gefunden werden konnte
(Abbildung 7.49). Der Endpunkt der Infektion liegt also in einem kiirzeren Zeitbereich as innerhalb der bisang
angenommen mehreren Stunden [197]. Ahnliche Infektionszeiten finden sich auch bei Untersuchungen von
Leopold et. a. fir die Infektion von Adenoviren in A 549- Epithel-Karzinom-Zellen [198].

Als Fazit der im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten Untersuchungen des Eindringmechanismus von AAV in

Hel a-Zellen lassen sich folgende Punkte festhalten:

1) Mit Hilfe der Einzelmolekiildetektion, speziel mit single dye tracing ist es ersmas gelungen den
Infektionsweg eines einzelnen Virusin einer lebenden Zelle in Echtzeit zu verfolgen.

2) Damit steht fiir auch fiir weitere virologische Untersuchungen ein bildgebendes Verfahren zur Verfiigung, mit
dem Virusinfektionen unter physiologischen Bedingungen mit hoher Orts- (100 nm Positionsgenauigkeit) und
Zeitauflésung (40 ms Detektionszeit) verfolgen werden konnen.

3) Die einzelnen Stadien einer Virusinfektion sind im Detail analysierbar, bei AAV sind dies:

3a) Das Andocken an der Zellmembran mit anschlief3endem Eindringen in die Zelle.

Hierbei kann die Effizienz des Eindringens erstmal's bestimmt werden (h=13%). Das
negative Andockverhalten sowie Adsorptions- und Eindringzeiten an der Zellmembran sind
statistisch charakterisierbar.

3b) Die virale Wanderung im Zytoplasma mit und ohne Endosom.

Diffusionskoeffzienten kdnnen fur jede einzelne Trajektorie bestimmt werden. Sie geben
Hinweis auf den endosomalen Wanderungsprozess im Zytoplasma, auf Endosoméffnung
und anschlieflende Diffusion von freiem Virus. Die Bildung von einem Endosom fir jeden
einzelnen Virus konnte gefunden, die Grof3e des Endosoms (a= 25 nm) bestimmt werden.
Das anomale Diffusionsverhalten im Zytoplasma deutet auf Wechselwirkungen von AAV
und Plasmabestandteilen hin.

3c) Die Bewegung von AAV in der Region des Zellkerns.

AAV bewegt sich mit sog. directed motion in der Region des Zellkerns. Die Art dieser
Bewegung gibt Hinweise auf den Zellkern durchziehende Rohren in HeL a-Zellen. Der
Transportmechanismus macht die Existenz einer Strémung oder von Motorproteinen nétig.
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8. Modelluntersuchungen zum Energietransfer nach
Forster

Unter elektonischem Energietransfer versteht man die Ubertragung der Anregungsenergie
eines Chromophors auf ein zweites, andersartiges Molekl.

In der vorliegenden Arbeit soll vor alem strahlungsloser intramolekularer Energietransfer
[220] nach dem Forstermechanismus (forster resonance energy transfer, FRET) [83, 221]
zwischen zwei fest verbundenen Chromophoren betrachtet werden.

8.1 Prinzipielle Mdglichkeiten der Energielibertragung

Elektronisch angeregte Molekile konnen durch verschiedene Mechanismen Energie
Ubertragen. Abgesehen von mechanischen Prozessen (wie etwa el astische Stof3e) unterscheidet
man im wesentlichen strahlende (Reabsorption von Fluoreszenzlicht des Donors durch den
Akzeptor) und strahlungslose Energielibertragung. In kleinen Anregungsvolumina und bei
geringer Probenkonzentration ist die Wahrscheinlichkeit des strahlenden Prozesses minimal,
wohingegen quantenmechanisch erklérbare strahlungslose Wechselwirkungen von solchen
Parametern unabhéngig sind. Beide Mechanismen lassen sich durch die Bestimmung der
Donorlebenszeit und die Auswertung von Donor-Fluoreszenzspektren in Abhéngigkeit von der
Konzentration unterscheiden. Unter den vorliegenden experimentellen Gegebenheiten der
Einzelmolekildetektion wird in dieser Arbeit nur strahlungsloser Energietransfer betrachtet.

Die Literatur kennt zwei unterschiedliche Mechanismen der strahlungslosen Energieliber-
tragung, die auf Dexter [222] und Forster [83, 221] zuruickgehen. Beide Varianten lassen sich
as Grenzfédle der quantenmechanischen zeitabhéngigen Stérungsrechnung erster Ordnung
charakterisieren bzw. einordnen [223, 226].

Das adlgemeine Termschema einer Energietransferresktion zeigt Abbildung 8.1
(Bezeichnungen siehe dort).
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Betrachtung) der DNA-Strénge (z.B. enzym-induzierter Bruch an einer bestimmten Stelle)
konnten aufgezeigt werden, ebenso wie Verdnderungen an sog. Hairpins oder an Cl2 (einem
kleinen Protein), die durch konzentrationsabhangige Enzymzugabe steuerbar waren [87, 230,
233]. Abbildung 8.3 stellt Untersuchungen mobiler Molekile im ortlich konstanten Laserfokus
zusammenfassend dar.
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Abbildung 8.3 Energietransferexperimente im Flow [87]

A, B: schematischer Aufbau (A); markant sind die Arbeit mit konstantem Laserfokus, durch
den Molekile sich bewegen und die Teilung des detektierten Fluoreszenzlicht mit
dikroitischen Strahlteilern in einen Donor- (griin) und einen Akzeptorkanal (rot). Die Bursts
sind in entsprechender Farbe in B dargestellt.

C, D: FRET-Histogramm einer Probe, die DNA-Strénge zweier Langen (DNA 7 mit grofer
FRET-Quantenausbeute) und DNA 17 (mit kleinerer FRET-Quantenausbeute) beinhaltet (C).
Der dritte auftretende sog. , Zero-Peak, kommt von einer Fraktion, die nur das Donor-
Sgnal zeigt. Dies tritt in C auf, well eine gewisse Menge DNA-Strang entweder keinen
Akzeptor (Cy5) aufweist (Labelproblem) oder dieser photochemisch zerstért wurde
(photobleaching).Durch Enzymzugabe wird die langerstrangige Fraktion gebrochen und
nimmt in D in ihrer Haufigkeit ab. Die kurzkettige Fraktion bleibt unveréndert. Der Zero-
Peak steigt mit der Abnahme der langerstrangigen Fraktion an, weil die gebrochenen
Stréange nur mehr Donor (TMR, angeregt und damit nachweisbar) oder nur mehr Akzeptor
aufweisen (nicht nachweisbar).

Der Nachteil der oben angesprochenen Burst-Methode ist ihre Unzugénglichkeit bei der
Messung von dynamischen Prozessen innerhalb von biologischen Makromolekilen. Diese
werden in der Regel an immobilisierten Systemen studiert. Die experimentelle Anordnung der
Detektion ist in solchen Untersuchungen zur Proteindynamik aber die gleiche wie in Abbildung
8.3. Proteindynamik wurde am Enzym SNase (Staphylococcal Nuclease) ausgiebig studiert
[86, 232]. Die grundlegende Idee dieser VVersuche zeigt Abbildung 8.4. Es kann entweder mit
intra oder intermolekularem spFRET gearbeitet werden. Antikorrelierte Fluktuationen in
Donor- und Akzeptor-Fluoreszenz zeigen zeitabhéngig betrachtet die konformative Dynamik
des Proteins.
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o= 2 ¢ () (<Y, IH Y, >F

f r: Zustandsdichte (8-2)

Den Erwartungswert erhdlt <Y;|H¢Y; > man durch zeitunabhéngige Stérungsrech-nung
1.0rdnung (8-3).

<YilHeY, >_ <DyAy|HEDy Ay >+ <Dy Ap IHED, Ay > _ 4 o (8-3)

Das Coulombintegral C in dieser Gleichung entspricht dem Forster-, das Austauschintegral A
dem Dexter-Mechanismus.

Der Dexter-Mechanismus wird auf das Austauschintegral A zurlickgefuihrt und tritt nur bei
sehr kurzen Chromophorabstdnden bis zu R = 1 nm auf. Da in den meisten biologisch
relevanten Systemen und auch im in dieser Arbeit untersuchten Modellsystem Pe-TDI (Perylen
gekoppelt mit Terrylendiimid) [227] die Schwerpunkte beider Chromophore wesentlich weiter
voneinander entfernt sind, wird im Detail nur auf den Forster-Mechanismus eingegangen, der
bei Molekiilabstdnden zwischen 2 und 8 nm auftritt.

d, d
d.| —
d
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Abbildung 8.2 Vektorielle Groflen zum Verstéandnis der dipolaren Kopplung (links) und die
Extremfalle fir den Orientirungsparameter k (rechts)
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8.2 Forster-Theorie des dipolaren Energietransfers

Bislang wurde nicht nadher auf den Hamiltonoperator H® eingegangen, der die fir den
Energietransfer notwendige Stérung beschreibt. In Forsters Theorie wird der Erwartungswert

<YiIHGY, > = Hgg as Wechselwirkung der Ladungsverteilung elektronischer Ubergéange
beschrieben [83]. In erster Naherung werden nur Ubergangsdipolmome

nte betrachtet. Hqq ist damit nichts anderes als der Tensor der dipolaren Kopplung der
Ubergangsdipolmomente von Donor (dp) und Akzeptor (da), wie in Gleichung 8-4 zusammen
mit Abbildung 8.2 dargestellt (Bezeichnungen dort).

- 3(R0dn)(R0dA)' (dAdD) - dAde
Hdd - °R® - n’R®

k =3cosf , xcosf , - cosf ,,

(k: Winkelfaktor; R: Einheitsvektor von R; n: Brechungsindex des Mediums) (8-4)

Gleichung (8-2) &t sich somit in Gleichung (8-5) umformen.

B
A h n'R°

1.~ ~ ~
Fc(ﬁndAdDr D(n )I’ A(n )
' (85)

Die Rate des Forster-Energietransfers sinkt mit R® (R: Abstand beider Chromophore) und n*
(n: Brechungsindex des Probenmediums). Der Winkelfaktor k geht quadratisch in Gleichung
(8-5) en und beschreibt den Einflud der gegenseitigen Orientierung beider
Ubergangsdipolmomente zueinander. k? nimmt Werte zwischen 0 und 4 an (vergleiche
Abbildung 8.2). Firr statistisch verteilte Vektoren gilt <k® = 2/3. Eine anschauliche GréRe ist
der Forster-Radius Ro. Er ist der Abstand zweier Chromophore, bei dem die Rate des
Energietransfers kpa und die der sonstigen Desaktivierung in den elektronischen Grundzustand
kqes Ubereinstimmen. Die Quantenausbeute F gr des Energietransfers betrégt dann genau Fer =
50%. Zur Bestimmung von R, benétigt man neben der Fluoreszenzquantenausbeute des
Donors Fp, das Absorptionsspektrum des Akzeptors e, (ea: molarer dekadischer
Extinktionskoeffizient) und das normierte Fluoreszenzspektrum des Donors % [226]. Mit der
Einflhrung des Forsterradius erhdt man Gleichung (8-6).

1R o _ 9INIOF k(g o) d
= - e,\N)—=—
Kon R = Tapnin, 00Men®

(8-6)
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Die Berechnung der Quantenausbeute Fer des Energietransfers (Anteil des stahlungslosen
Energietransfers am Gesamtprozel3 der Energieabgabe von D) erfolgt gemél Gleichung 8-7.

1R
kDA = tORD6 = 1
Fer = Koa + Kee 1&?+7 1+R6
t, R® t, 6

(87

8.3 Bedeutung des FRET fir die Einzelmolekuldetektion in der Biologie

Seit dem Erscheinen des ersten Einzelmolekilartikels Uber FRET [225], der erstmals
grundlegende experimentelle Einzelmolekil-Techniken zu  FRET mit den Chromophoren
Tetramethylrhodamin (Donor) und Texas-Rot (Akzeptor) beschreibt (vergleiche [226]), die
Uber DNA-Strénge verschiedener Lange verbunden sind, hat sich FRET am einzelnen Donor-
Akzeptorpaar (single pair forster resonance energy transfer, spFRET) as wichtiges
Werkzeug zur Abstandsmessung [225] und zum Nachweis der Kolokaisation [82] von
Chromophoren mit Hilfe der Einzelmolekildetektion, vor allem in biologischen Systemen
erwiesen, wo Donor und Akzeptor als Label eines Makromolekils eingesetzt werden.

Zum Zeitpunkt der Entstehung dieser Arbeiten lassen sich zwei wesentliche Richtungen von
Experimenten erkennen, die biochemische Problematiken umfassen. Die erste Richtung ist rein
analytischer Natur. Sie kniipft an Experimente in Losung im Ortlich konstanten Laserfokus an
[228, 229], wie sie im Kapitel 3.1.5 beschrieben sind, und kann helfen, (Sub-) Ensembles mit
definierter Donor-Akzeptoranordnung in Gemischen zu identifizieren. Die andere Richtung
beschéftigt sich mit Proteindynamik, vor allem mit dem komplexen Feld der Proteinfaltung.

Die Messung von Fluoreszenzbursts erzeugt von Molekilen, die durch einen definierten,
ortlich konstanten Laserspot stromen oder diffundieren, dient in erster Linie analytischen
Zwecken. Die Zeitfenster der Detektion sind in der Regel so klein, dal3 makromolekulare
Dynamiken nicht auflésbar (beobachtbar) sind. Durch wellenldngenabhéngige Teilung des
Fluoreszenzsignals mit einem dikroitischen Strahlteiler gelingt es, zwei unabhdngige
Detektionskandle fur Donor- und Akzeptorfluoreszenz  zu erhdten. Aus den
Intensitdtsverhdltnissen beider Kandle kann die Quantenausbeute des Energietransfers
bestimmt werden (vergleiche Kapitel 7.7). Zu jedem Burstpaar eines Donorakzeptor-Paares
183 sich die entsprechende Quantenausbeute angeben. Damit kann in experimentell sehr kurzer
Zeit eine statistische Verteilung dieser Quantenausbeute in der gesamten L dsung (genauer Uber
dle sich durch den Fokus bewegenden Teilchen) erhaten werden. Den grof3en Nutzen dieser
analytischen Methode demonstrierten Deniz et a., die mit an beiden Enden gelabelten DNA-
Stréngen (TMR und Cy5 als Fluorophore) variabler Lénge experimentierten. Sie konnten
verschieden lange Strénge, die gleichzeitig in Losung vorlagen, identifizieren und in ihren
Mengenverhdltnissen quantifizieren. Auch Verénderungen (im Sinne einer vorher-nachher
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8.5 Experimente zum Energietransfer

An dem Modellsystem Pe-TDI, bestehend aus Perylen Uber eine Hexyl-Gruppe gekoppelt mit
Terrylendiimid, soll die Bestimmung der Konformation an einzelnen Molekiilpaaren mit Hilfe
von FRET gezeigt werden. Dieser Abschnitt umfaldt einige qualitative Voruntersuchungen an
einzelnen  Bichromophoren, die Rolle der Polaristionsspektroskopie bei  der
Orientierungsbestimmung von Ubergangsdipolmomenten, die theoretische Bestimmung der
energetisch mdglichen Konformation des Bichromophors und den Versuch der Identifizierung
einzelner  Konformationen im  Einzelmolekllexperiment.  AbschlieRend wird  das
Gesamtexperiment kurz zusammengefaldt und bewertet.

8.5.1 Qualitative Voruntersuchungen

Anhand von Bulk-Untersuchungen (Aufnahme von Fluoreszenzspektren in Losung; vergleiche
Kapitel 8.4) konnte die Energietransferquantenausbeute des FRET-Prozesses zu etwa Fer =
45% bestimmt werden. Diese Gréfe ist im wesentlichen von drei Parametern, namlich dem
Schwerpunkts-Abstand R beider Chromophore, ihrer relativen Orientierung k zueinander und
ihrem sog. Spektralen Uberlapp S, abhangig.
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Abbildung 8.9 Bilder der Fluoreszenz von einzelnen Bichromophoren Pe-TDI (16* 16un®?)

Die Anregung erfolgt Uber den Pe-Teil (blau). Links wird die Gesamtfluoreszenz I(TDI) +
I(Pe) detektiert, wahrend rechts mit Hilfe von Langpaffiltern (RG 610) die Pe-Fluoreszenz
unterdrickt ist und nur die TDI-Fluoreszenz I(TDI) detektiert wird.
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B

Abbildung 8.4 Proteindynamik am Enzym SNase beim Abknabbern eines DNA-Strangs [ 75]

A: Die Dynamik wird durch intramolekulare spFRET-Unter suchungen beobachtet.

B: Die Dynamik wird durch intermolekul are spFRET-Unter suchungen studiert.

Die abgebildeten Zeitspuren entstammen einem Gedankenexperiment und sind idealisiert
dargestellt.
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Abbildung 8.5 Experimenteller Beleg fur die Proteindynamik von SNase [ 75]

A, B: Histogramme des Uber den Zeitraum der Detektion eines Molekuls gemittelten Winkels
des Fluorophors (TMR = Donor). Bei freier Einstellbarkeit aller Orientierungen ist der
mittlere Winkels 45° (freie SNase in A). Ist diese Einstellung nicht mdglich, tritt Gber alle
Molekile eine breite Verteilung des mittleren Winkels auf (SNase mit blockiertem aktiven
Zentrumin B).

C: Histogramme der aus der Messung von FRET-Zeitspuren erhaltenen mittleren
Assoziationszeit fir D40G SNase (diese baut den DNA-Srang ab) mit 5°-Cy5-ssDNA (257
ms) und 3™-Cy5-ssDNA (110 ms). Die mittlere Zeitdauer des FRET-Sgnals, erzeugt durch
Interaktion des Donors (an der SNase) und des Akzeptors des am 5 Ende gelabelten
Substrates, ist langer als die Zeitdauer des FRET-Sgnals, die mit dem am 3" Ende
gelabelten Substrat auftritt. D.h. daf3 das Spaltprodukt mit dem 5 Ende I&nger am Enzym
verweilt als das mit dem 3"Ende. Mit anderen Worten: Das Enzym katalysiert die Spaltung
sukzessive von 3" in 5" Richtung (vergleiche Schemabilder Uber den Histogrammen).

D: Histogramme der aus der Messung von FRET-Zeitspuren erhaltenen Assoziationszeit fur
D21Y SNase (nicht fahig, abbauend zu wirken ) mit 5-Cy5-ssDNA (169 ms) und 3'-Cy5-
ssDNA (162 ms). In diesem Kontrollexperiment wird belegt, dal} photophysikalische
Parameter des Fluorophors und statistische Abweichungen sich nicht auf die mittlere
Assoziationszeit auswirken.
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Die intramolakularen Untersuchungen und insbesondere die Auflosbarkeit der Dynamik auf
einer ms-Zeitskala (wie sie in Zeitspuren von FRET-Experimenten auftrat) wurden gestiitzt
von polarisationsabhéngigen Messungen, die zeigten, dal3 die freie Rotation eines Donor-
Molekils eingeschrankt ist, wenn das aktive Zentrum von SNase blockiert ist. Dies zeigt
Abbildung 8.5 (A, B). Die konformative Anderung der Struktur des Enzyms konnte auch
durch die stete Abbau-Folge eines DNA-Stranges studiert werden. Die antikorrelierten
Fluktuationen in den Zeitspuren von Donor- und Akzeptorkanal zeigen das Assoziieren und
Dissoziieren des Substrates. Mit dem in Abbildung 8.5 (C, D) beschriebenen Experiment
konnte gezeigt werden, dal? DNA-Einzelstrénge in einer bestimmten Vorzugsrichtung (vom
3"Ende zum 5 Ende hin) abgebaut werden.

Eine noch sehr wenig verstandene Proteindynamik ist die Proteinfaltung. Erste
Einzelmolekilexperimente, die mit FRET arbeiten, untersuchen Modellsysteme zur
Proteinfaltung. Bislang behandelt wurden die Dissoziation und Assoziation von a-tropomyosin
[217], die Faltung eines Peptides mit Namen GCN4 [231] und ein aus RNA aufgebautes
System [88], das in Abbildung 8.6 dargestellt ist. Die Idee aler Experimente ist dhnlich. Die
Proteinfaltung soll anhand zweier konformativer Grenzféle untersucht werden. Diese sind
durch unterschiedliche Donor-Akzeptorabsténde giinstig angebrachter Label charakterisierbar.
Mit Hilfe der Aufnahme von FRET-Zeitspuren gelingt es anhand der dynamischen Anderung
der FRET-Quantenausbeute, die dynamische Anderung der Konformation zwischen den beiden
Grenzfdllen zu studieren. Oft stehen beide Konformationen in einem dynamischen
Gleichgewicht zueinander.

Dieses kann durch pH-Anderung oder Fremdprotein- oder durch lonenzugabe gezielt in eine
Richtung verschoben werden. Abbildung 8.6 zeigt das Modellsystem, an dem Ha et a. 1999
[88] die oben beschriebenen Experimente durchfuhrten. Es ist ein aus RNA-Strdngen
aufgebautes ,, Y ,,, das durch Zugabe des Proteins S15 seine Konformation andert. Das Donor-
Akzeptor-Paar bestand aus Fluorescin und Cy5.
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Abbildung 8.6 Modellsystem zur Proteinfaltung nach Ha et al. [88]

Aus RNA-Srangen wird ein , Y, aufgebaut, das durch Zugabe des Proteins S15 seine
Konformation &ndert. Das Donor-Akzeptor-Paar aus Fluorescin und Cy5 zeigt die
Konformationsénderung Uber das FRET-Sgnal an.
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8.4 Der Bichromophor Perylen gekoppelt mit Terrylendiimid

Der von Prof. K. Millen , MPI fir Polymerforschung, Mainz, synthetisierte Bichromophor aus
Perylen verknUpft Uber eine lineare Hexylkette mit Terrylendiimid (Pe-TDI [227]) sollte as
Modellsystem fir Energietransfer nach dem Forster Mechanismu suntersucht werden. Die
Eigenschaften von TDI, die oben erwdhnt wurden, bleiben in diesem Bichromophor mit etwas
modifiziertem TDI (mit Seitengruppen am aromatischen Grundgerist) ungefahr erhalten. Das
Absorptionsmaximum verschiebt sich gegeniber dem urspringlichen Chromophor in
Methylenchlorid um etwa DI = 15 nm bathochrom. Perylen absorbiert im Hauptmaximum bei
452 nm. Im Fluoreszenzspektrum (Methylenchlorid) treten Hauptmaxima bei 470 nm bzw. 705
nm auf (Abbildung 8.8).

TDI hat im Bichromophor eine Fluoreszenzlebensdauer vont = 0,9 nsin Chloroform (Mef3ung
mit Perkin Elmer), einen hohen molaren Extinktionskoeffizienten (e = 45 000 mol**cm™), fast
optimale Fluoreszenzquantenausbeute (F i==90%+10%) und sehr gute Photostabilitét. Pe hat im
Bichromophor eine Fluoreszenzlebensdauer von t=1.4ns in Chloroform (Messung mit Perkin
Elmer), einen hohen molaren Extinktionskoeffizienten (e = 18000 mol™cm™), eine gute
Fluoreszenzquantenausbeute (F =30%+10 %) und mittelmaBige Photostabilitét. Auf Grund
dieser photophysikalischen Daten eignet sich der Bichromophor bei Anregung des Pe-Teilsim
blauen Spektralbereich fur Einzelmolekiluntersuchungen selbst in Polymerfilmen von PVB
nicht besonders gut. Fir Einzelmolekiluntersuchungen wurde Pe-TDI wie reines TDI
prépariert.
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Abbildung 8.8 Der Bichromophor Pe-TDI in Strukturformel, Termschema, Absorptions- und
Fluoreszenzspektrum
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zeigt die Gleichverteilung von f ). Da es keine Vorzugsrichtung der Orientierung von
Ubergangsdipolmomenten in der Polymermatrix geben sollte, kann das experimentelle Ergebnis
as Bestdtigung dafir gelten, da3 die Melmethode zur Bestimmung dler individuellen
f ep Spéter im Bichromophor geeignet ist.

m=7.1;,s =08

50 60 70

12 Hm 10 20

F[°]

Abbildung 8.12 Haufigkeitsverteilung an Winkeln f in einer Pe-TDI-Probe

Das Fluoreszenzbild zeigt einen Probenausschnitt von 12 pm* 12 pm angeregt mit zirkularer
Polarisation (I = 632,8 nm; P = 1,1 KWcn¥). Durch Integration der Fluoreszenzspots
wurden die Intensitaten der Molekile ermittelt. Die mit der Formel aus 8.11A berechneten
Winkel wurden in Winkelklassen gemaR der Zerlegung Z([0-7°]; ]17°-14°]; ...) eingeordnet.
Die Haufigkeiten der Winkelklassen zeigt die Gleichverteilung der Winkel f.

Regt man mit linear polarisertem Licht an und variiert man die Polarisationsrichtung
kontinuierlich (mit der polarisationsdrehenden Einheit) oder auch in diskreten Schritten von
30°, kann man die Orientierung der Projektion des Ubergangsdipolmoments eines
Chromophors auf die xy-Ebene (Probenebene) bestimmen. Dort wo die Intensitét der
Fluoreszenz maxima wird, stimmt der Winkd q, der die Orientierung der
Anregungspolarisation angibt, mit dem Winkel g =0mnx der Projektion des Chromophor-
Ubergangsdipolmoments  Uberein. Qma  tritt  periodisch in  180°-Schritten auf (cos™
Abhéngigkeit) und kann daher nur die Orientierung, nicht aber die Richtung des
Projektionsvektors angeben. Zur Bestimmung von (max Wurden sechs Fluoreszenzbilder (in
30°-Intervallen der Anregungspolarisationsrichtung) einer Probenstelle aufgenommen. Die
Intensitét eines Chromophors wird dann gegen q aufgetragen. Die erhaltene Kurve wird mit
der cos’-Funktion gefittet (Abbildung 8.11 B) und daraus g bestimm.
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Aufgrund des flexiblen Spacers des Pe-TDI-Bichromophors variieren sowohl der Abstand R
as auch der Orientierungsparameter k von Konformation zu Konformation. Jede individuelle
Konformation von Pe-TDI diirfte in der Polymermatrix eingefroren sein. Damit kann jedem
Molekilpaar eine individuelle, zeitlich konstante FRET-Quantenausbeute zugeordnet werden.
In Einzelmolekilexperimenten kann die Verteilung der Werte fir die Quantenausbeute
gemessen werden, die der Verteilung der vorliegenden Konformationen der Bichromophore
entspricht.

Zundchst wurden mit einem bestehenden konfokalen Mikroskop bei Raumtemperatur
Einzelmolekulbilder und -spektren von Pe-TDI Molekilen, eingebettet in dinnen Filmen von
PVB (Polyvinybutyrdl), aufgenommen. Dazu wurden in einem Zweifarbenexperiment sowohl
ein blauer Laser (442nm; HeCd) zur Anregung von Pe als auch ein roter Laser (633nm; HeNe)
zur Anregung von TDI eingesetzt.

Durch die Aufnahme von Fluoreszenzbildern und Zeitspuren konnte die Identifizierung von
Einzelmolekllen zweifelsfrei gezeigt werden. Ferner konnte in diesen Experimenten der
Energietransfer, auch in individuell unterschiedlicher FRET-Quantenausbeute, an einzelnen
Molekiilpaaren nachgewiesen werden. Ein Beispiel ist in Abbildung 8.9 dargestellt. Uber die
Ermittlung der Fluoreszenzintensitédten I(TDI) und I(TDI) + cl(Pe) (c als apparativer
Korrekturparameter) [&3t sich die FRET-Quantenausbeute jedes Mol ekiils wie folgt erhalten:

|
— oI
Fer= cl,, +1
pe T DI

Fluoreszenzspektren einzelner Bichromophore belegten die Detektion des Fluoreszenzlichts
des Bichromophors. Dabei trat in vernachldssigparem Mald Fremdfluoreszenz von
Verunreinigungen und nur geringes Untergrundsignal auf. Alle Einzelmolekiilspektren wurden
beziglich ihrer Antelle an Pe- und TDI-Fluoreszenz anadysiert (Gauf¥fit zur
Flachenbestimmung), um die jeweilige FRET-Quantenausbeute zu ermittelten. Dieses
Verfahren der Quantenausbeute-Bestimmung ist genauer as die Bestimmung aus
Fluoreszenzbildern. Es wurde fir eine erste Auswertung an 20 Molekilen verwandt. Die
Verteilung  der  FRET-Quantenausbeuten  zusammen  mit  drel  ausgewdhiten
Fluoreszenzspektren von drei Einzelmolekilen ist in Abbildung 8.10 dargestellt. Sie zeigt, dal
FRET-Quantenausbeuten zwischen 0% und 100% auftreten kdnnen. Um ein auswertbares
Spektrums zu erhalten, mufdte ein Einzelmolekilpaar etwa 20 Sekunden lang bei niedriger
Leistung (I = 1,2 kW/cm?) fluoreszieren. Leider limitiert die Photostabilitét des Pe-Teils die
Zahl der so gemessenen Fluorszenzspektren drastisch. Unter mehr als 500 Versuchen gelang
es nur, 20 stabile Molekiile aufzunehmen. Erschwerend zur Messung kam hinzu, dai3 selbst bei
niedriger Anregungsleistung mit der Zeit die Polymermatrix durch die relativ kurzwellige
Anregung (I = 442 nm) zerstért wurde. Dabei wurden vermutlich Abfallprodukte generiert,
die Uber den ganzen sichtbaren Bereich emittierten und den Einzelmolekiilnachweis storten.
Aus diesen Grunden mufdte eine andere Methode zur Bestimmung von FRET-
Quantenausbeuten angewandt werden: die Integration von Fluoreszenzspots aus
Fluoreszenzbildern. Mit Hilfe von polarisationsabhdngiger Laseranregung kdnnen solche Bilder
auch zur Bestimmung von Orientierungen der Ubergangsdipolmomente beider Chromophore
relativ zueinander herangezogen werden (siehe folgender Abschnitt). Auf diese Weise sollte die
experimentelle  Ermittlung des Orientierungsparameters k  angestrebt werden.  Jede
Konformation des Bichromophors wére dann aus den Wertepaaren (k;F er) bestimmbar.
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Abbildung 8.10 Bestimmung der FRET-Quantenausbeuten aus Fluoreszenzspektren

Dargestellt sind drei Einzelmol ekiil spektren (Detektionszeit Dt = 20s je Spektrumbei | = 1,2
KWicn) von Pe-TDI von drei Molekillen mit véllig verschiedenen Quantenausbeuten F (A:
F = 92% + 2%, B: F = 49% + 2%; C: F = 7% * 2%).Die Haufigkeits-Verteilung der
Quantenausbeuten F von 20 gemessenen Molekilen istin D dargestellt.

8.5.2 Bestimmung der Orientierung individueller Chromophore durch
Polarisationsspektroskopie

Will man die Lage des Ubergangsdipolmoments eines Molekiils im Raum bestimmen, mul3 man
mit Laseranregung unterschiedlicher Polarisation arbeiten.

Verwendet man zirkular polarisiertes Anregungslicht, werden alle Molekile mit gleicher
Wahrscheinlichkeit maximal  angeregt, deren Ubergangsdipolmomente parallel  zur
Probenoberfléche liegen. Sie erscheinen im Fluoreszenzbild mit gleicher Intensitét | (I = Ima)-
Abstufungen der Intensitét treten nur mehr in Abhéngigkeit des Winkels f (Zwischenwinkel
von Ubergangsdipol und dessen Projektionsvektor auf die Probenebene) auf. Den
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funktionellen Zusammenhang zwischen f und | zeigt Abbildung 8.11A. Die experimentelle
Bestimmbarkeit von f ) ist nicht eindeutig. Uber die Intensitét gemessen werden kann nur der
Betrag von f (f e = ¥4%9, weil man nicht zwischen Molekilen unterschieden kann, deren
Ubergangsdipole ,nach oben oder nach unten,, von der Probenoberflache aus gesehen,
schauen.

I max]

arccos (I/lme)*° = Fi

ﬂ ] Fiew = |Fil

- |Fil 1

0,0 T T T

FiF

K Ermittelung von g, aus
cos (g-gre) =1 (fit)

max (exp) — Qmax‘l' {

Abbildung 8.11 Experimentelle Bestimmung der Lage von Uber gangsdipol momenten

A Ermittelung von f, dem Zwischenwinkel zwischen Ubergangsdipolmoment und seinem
Projektionsvektor relativ zur Probenoberflache
B Ermittelung von g, dem Winkel zwischen Polarisationsvektor und Ubergangsdi pol moment

Ein Experiment mit 100 Pe-TDI-Molekiilen (immobilisiert in PVB-Filmen), angeregt im TDI-
Teil (I = 632,8 nm) mit zirkular polarisierter Anregung, zeigte eine Gleichverteilung der
Orientierung der Ubergangsdipolmomente zwischen f eq = 0° und f g =70°. Molekiile, die
»noch weiter aus der Ebene heraus stehen,,, werden von der Messung nicht mehr erfalt.

Abbildung 8.12 zeigt die Probe von 20 pm * 20 pm GrofRe. Aus hundert willkirlich
ausgewdhlten Molekilspots wurde die Intensitdt durch Integration ermittelt. Mit Hilfe der
Formel aus Abbildung 8.11 wurde f e bestimmt. Alle Molekile wurden in Winkelklassen
gemal der Zerlegung Z([0-7°]; 17°-14°]; ...) eingeordnet. Das Histogramm in Abbildung 8.12



164

| =633 nm ! :@g);m@ 3 a2
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Abbildung 8.14 Bestimmung der Winkel f mit zrkular polarisierter Anregung und
Bestimmung der Quantenausbeute F gr aus Fluoreszenzbildern

Das rot einfarbte Bild der Fluoreszenz wurden mit roter Laseranregung (I = 632,8 nm) bel
Detektion des TDI-Fluoreszenzsignals aufgenommen, das blau eingefarbte Bild mit blauer
Laserleistung (I = 442,1 nm) und Detektion des Gesamitfluoreszenzsignals und das blau-rot
eingefarbte Bild mit blauer Laserleistung (I = 442,1 nm) und Detektion des TDI-
Fluoreszenzsignals. Die Intensitat jedes Mol ekiils wurde durch Integration bestimmt und wie
in Abbildung 8.11A beschrieben zur Bestimmung der Winkel f, =f(TDI) (rotes Bild) bzw.
f,=f(Pe) (blaues Bild) verwendet. Die FRET-Quantenausbeute Fgr wurde aus dem
Quotienten der Intensitéten im blauen und im blau-roten Bild ermittelt (korrigiert um den
apparativen Faktor d).

Die Grof3e des dargestellten Probenausschnittes ist 20 pum* 20 um. Die Anregungsleistungen
betrugen jeweils P = 3,0 kWien? (I = 442,1 nmbazw. | = 632,8 nm).
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8.5.3 Modellrechnung zur theoretischen Identifikation der Konformationen des
Bichromophors

COS 0 0
a = d,cosf, sin g, b,=dsinf { o d,=a + b,
0 1

d,d,
cosF= —— = cosf,cosf, (cosq,cosq,+sing, sing, +sinf,sinf,
d, d,

Abbildung 8.13 Uberlegungen zur Bestimmung des Winkels F aus den mit Polariations-
spektroskopie zugangigen GroRen f  und q;.

Der anregende Laserstrahl fallt in z-Richtung ein mit einer Polarisation in der xy-Ebene. d;
und d, geben die Richtung der Ubergangsdipolmomente der Untereinheiten TDI (i=1) und
Pe (i=2) von Pe-TDI an.
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Der Orientierungsparameter k, der die Lagebeziehung zweier Dipole (parallel zur Hauptachse
in den Aromaten) im Raum beschreibt, ist eine Funktion, die vom Zwischenwinkel j =F (F as
hier eingefiihrte Bezeichnung) der beiden Dipole und von beider Abstand R abhangt (R
bestimmt die beiden Antragswinkel in Abbildung 5.3). Da R experimentell nicht zuganglich ist,
kann k =k(F; R) nicht eindeutig ermittelt werden. Da die Winkel f und g nicht eindeutig
bestimmbar sind, kann auch F nicht eindeutig berechnet werden. Die Berechnung von F
(f; g) zeigt Abbildung 8.13.

Um auf die jeweilige Konformation eines Pe-TDI-Einzelmolekiils schlief3en zu kénnen, wurde
von |.Frank eine semi-quantenmechanische Modellrechnung durchgefiihrt, bel der fir alle
Konformationen mit Bindungen im Alkyl-Spacer ,auf Liicke, (staggered conformation; 3’ =
2187 Konformationen) die entsprechenden F- und k-Werte berechnet wurden. Dabei zeigte
sich, dal3 aus sterischen Grinden nur 512 der 2187 Mdéglichkeiten berlicksichtigt werden
missen. Zu al diesen Konformationen K wurde die Quantenausbeute F g1 des Energietransfers
berechnet. Es ergaben sich also 512 Zahlentrippel (K; Fer; F), die jeder moglichen
Konformation K (eineindeutig zu k zuordbar) eine Energietransfer-Quantenausbeute F gr und
einen Zwischenwinkel F zuordneten. Die Strategie des Experiments war es nun, den
experimentell zu ermittelnden Grolken F und F er eine Konformation K zuzuordnen.

8.5.4 Versuch der ldentifizierung einzelner Konformationen durch Vergleich
Experiment mit Rechnung

Die Abbildungen 8.14 bis 8.16 zeigen nun eine Probenstelle von 100 Molekilen des
Bichromophors Pe-TDI, die mit unterschiedlichen Wellenldngen bzw. Polarisationen angeregt
wurden. Die blau einfarbten Bilder der Fluoreszenz zeigen die Bestimmung der Winkel f (Pe)
und g(Pe) zur Orientierungsidentifikation des Pe-Teils, die mit blauer Laseranregung (I =
442,1 nm) bei Detektion des Gesamtfluoreszenzsignals erfolgte. Die roten Bilder zeigen analog
dazu die Orientierungsbestimmung im TDI-Teil (Winke f (TDI) und q(TDI). Hier wurde mit
roter Laseranregung (I = 632,8 nm) bei Detektion der Gesamtfluoreszenz gearbeitet. Zur
Bestimmung der FRET-Quantenausbeuten Fegr wurden die Intensitdten der beiden mit
zirkularer Polarisation und blauer Anregung (I = 442,1 nm) erhaltenen Fluoreszenzbilder in
Relation gesetzt. Dabel wurde in einem Falle nur die Fluoreszenz von TDI (l1p ) detektiert, im
anderen Falle die Gesamtfluoreszenz (lp; + lpe ). Dieser Wert wurde mit einem experimentel|
ermittelten  Korrekturfaktor d  (apparative  GroRe)  multipliziert, der  die
Wellenlangenabhangigkeit des Detektionsstrahlengangs beriicksichtigt (d lpet I1pr = lges). T ist
der Quotient aus l+p und | ges.

Abbildung 8.16 zeigt an einem Beispiel die graphische Zuordnung der experimentell ermittelten
Groflen Fep und Fereq) zu einer Konformation K. Dabei wird dem GrofRenordnungsbereich
einer Quantenausbeute der entsprechende Bereich an Konformationen gegentibergestellt, der
der theoretischen Berechnung nach vergleichbare Quantenausbeuten liefert. Der Winkel F der
Berechnung, der am besten zu einem der vier experimentell moglichen Werte von Fe, palit,
wird ausgewahit.
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Abbildung 8.14 Bestimmung der Winkel g mit linear polarisierter Anregung

Die blau einfarbten Bilder der Fluoreszenz wurden mit blauer Laseranregung (I = 442,1
nm) bei Detektion des Gesamtfluoreszenzsignals aufgenommen. Von Bild zu Bild (von oben
links nach unten rechts) wurde die Richtung der Anregungspolarisation mit der
polarisationsdrenenden Einheit um 30° weitergedreht (von a=0°bisa =150°). Die
Intensitat jedes Mol ekiils wurde durch Integration bestimmt und gegen a aufgetragen. Durch
Fit mit der in Abbildung 8.13B beschriebenen Formel wurde dann fir jedes Molekil
0= gmax(Pe) als MaR fiir die Orientirung des Pe-Teils bestimmt. Die roten Bilder fihren
analog dazu zur Orientierungsbestimmung im TDI-Teil (g1 = Oma{TDI)). Hier wurde mit
roter Laseranregung (I = 632,8 nm) bel Detektion der TDI-Fluoreszenz gearbeitet.

Die GroRRe des dargestellten Probenausschnittes ist 20pum* 20um. Die Anregungsleistungen
betrugen P = 3,0 kWien? (I = 442,1 nm) bzw. P = 0,8 KW/en? (I = 632,8 nm).
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beide mit einzelnen Cy5-Molekilen gelabelt, bestimmt (<Daav > = 7,5 pm?/s bzw. < Dy >
=38 um?/s). Die Werte fir IgG stimmen mit den in der Literatur bekannten Werten exakt
Uberein.

Die Aufkldrung des Wanderungsverhatens von AAV in lebenden HelLa Zdlen ist fur die
Viorologie und nicht zuletzt die Gentherapie, die mit rekombinanten Viren (rAAV) arbeitet,
von aktuellem Interesse. Mit SDT konnten hierbei Erkenntnisse gewonnen werden, die mit
bidang Ublichen mikroskopischen Methoden nicht zugénglich waren. Nur die
Einzelmolekiltechnik arbeitet unter physiologisch relevanten Bedingungen, mit einem
Chromophor je Virus und mit wenigen Viren je Zelle. Erstmals konnte in dieser Arbeit das
Wanderungsverhalten von Viren in Video-Echtzeit und mit einer Positionsgenauigkeit von bis
zu 40 nm durchgefihrt werden. Es gelang, neue Erkenntnisse Uber die Aufnahme und
Wanderung von AAYV in lebenden HelL a-Zellen zu erhalten.

AAV wird mit einer Effizienz von h = 13 % in die Zelle aufgenommen. Dies geschieht mit
einer Halbwertszeit von t1o(0® cy) = 2 min, gerechnet vom ersten Membrankontakt bis hin zum
Eindringen. Die Zell-Internalisierung erfolgt damit wesentlich schneller, as bidang auf Grund
von konventionellen mikroskopischen Untersuchungen gedacht wurde (tio(internalisation) = 10
min). Die unmittelbare Eindringzeit am Ort der Membran betrégt Dtmen(0® cy) = 80 ms.

Diein der Literatur postulierte Aufnahme via Endocytose konnte anhand der Verteilung von
Diffusionskoeffizienten bestétigt werden. Der mittlere Diffusionskoeffizient des Endosoms liegt
bel <Dgngozyto> = 0,6 pm?/s und ist etwa halb so grof3 wie derjenige von freiem AAV (<D aav-
o> = 1,3 pm?/s). Die Vertellung der Diffusionskoeffizienten, die fir die einzelnen
Trajektorien im Cytoplasma bei pH = 7 erhalten wurden, zeigte zwei Maxima bei den beiden
oben angegebenen Mittelwerten fur D. Bel pH = 9 trat nur der kleinere Mittelwert auf. Dies
deutet darauf hin, daR? die Offnung des Endosoms im basischen Milieu nicht méglich ist. Daher
kann AAV bel pH = 9 auch nicht im Kern gefunden werden. Der Diffusionskoeffizient von
AAYV in der Zdleist um Faktor finf kleiner as derjenige in freier wal¥riger LOsung. Dies kann
darauf zurlickgefiihrt werden, dal? intrazelluldre Strukturen wie , Obstacles* wirken, die die
Diffusion verlangsamen. Bei hoher Obstacle-Konzentration zeigen <r’>-t-Diagramme eine
Abweichung vom linearen Verhalten, wie es fir anomale Diffusion typisch ist.

Nach einer Halbwertszeit von tio(infection) = 15 min findet sich mindestens ein AAV-Kapsid
im Zellkern. Die mit SDT bestimmte Infektionszeit ist damit deutlich kiirzer alsin der Literatur
angegeben (t;o(infection) = 2 h). Im Kern bewegt sich das AAV-Kapsid gerichtet Uber bis zu
15 pym in eindimensionaler Bewegung. Diese Bewegung ist schneller als in freier Diffusion
(directed motion). Eine mdgliche Erklérung dieses Verhatens ist die Bewegung von AAV in
Kanden innerhalb des Zellkerns mit Hilfe von dort vorhandenen Stromen. Auch Diffusion in
restriktiver Geometrie konnte beobachtet werden. Die Frage, ob AAV mit Kapsid die
Kernmembran durchdringen oder ob nur die virale DNA ins Kerninnere gelangen kann, ist
nicht eindeutig zu kléren, da zum einen die den Kern durchziehenden Rhren noch diesseits der
Kernporenkomplexe liegen und zum anderen nur das Viruskapsid, nicht aber das Genom, tber
den Cy5-Label verfolgt werden kann. Hier werden in naher Zukunft Experimente durchgefuhrt
werden, die mit zwel verschiedenen Labeln fir Genom und Kapsid arbeiten. Eventuell sind
FRET-Untersuchungen an AAV in lebenden Zellen mdglich.

In einem zweiten, kleinen Teil der Arbeit wurde am Modellsystem Pe-TDI Energietransfer am
einzelnen Molekillpaar gezeigt. Mit Hilfe von theoretischen Modellrechnungen von |. Frank
gelang es, die Konformationsabhéngigkeit der Energietransfer-Quantenausbeute nach-
zZuweisen.
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Abbildung 8.16 Bestimmung der individuellen Konformation K eines Bei spielmolekiils

A: Bestimmung der Winkel f; und f , und der Quantenausbeute des Energietransfers F gr
Aus dem Quotienten der Intensitét i(36) des Beispielmolekils (Molekilnummer 36) und der
Intensitat I(3) (bzw. 1(35)) des , hellsten Molekils, (Molekilnummer 3 bei roter bzw. 35 bei
blauer Anregung) wurden gemald 8.11A f, und f, berechnet. Die Quantenausbeute des
Energietransfers wurde gemaf? Abbildung 8.15 bestimmt. Die abgebildeten Flachen sind als
MafR fur die bestimmten Intensitéten dargestellt.

B: Bestimmung der Winkel g, und g,

Die Intensitaten des Molekils ermittelt aus den linear polarisierten Aufnahmen wurden
gegen den Polarisationswinkel der Anregung a aufgetragen. Der cos’Fit filhrte dann zu den
Winkeln g, und g .

C: Die Wertepaare (F g1, F) der Messung (links) wurden mit denjenigen der Modellrechung
(rechts) verglichen. Dabei wird dem GrofRenordnungsbereich einer Quantenausbeute Fer
der entsprechende Bereich an Konformationen gegeniibergestellt, der, der theoretischen
Berechnung nach, vergleichbare Quantenausbeuten liefert. Die eingekreisten Gréfien F und
F stimmen am besten Uberein und liefern die Zuordnung zwischen Rechnung und Messung
und damit die individuelle Konformation K (vergleiche Abbildung 8.17).
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5.5 Zusammenfassung und Wertung des Experiments

Abbildung 8.17 zeigt zusammengefal3t die Ergebnisse des Experiments: Zum einen konnte eine
Verteilung der individuellen Quantenausbeuten erhaten werden, die einen Mittelwert von
<Fer> = 48% ergibt und im Rahmen der Mef3genauigkeit sehr gut mit den Bulkunter-
suchungen Ubereinstimmt. Zum anderen war die Bestimmung jeder individuellen Konformation
K zu einem Einzelmolekil durch Vergleich der Moddlrechnung mit experimentellen
Ergebnissen mdglich.

Da die Bestimmung der Werte F und F g1 jedoch sich nur auf Fluoreszenzbilder stiitzen kann
und sehr viele Mef3schritte umfaldt, sind die Ergebnisse sicherlich mit einem erheblichen
Mef¥fehler behaftet. Die Mehrdeutigkeit von F stellt fir Konformationszuordnung (Experiment
zu Rechnung) ein weiteres nicht unerhebliches Problem dar.

In den meisten SMD-Arbeiten wird FRET Ublicherweise als Ruler zur Abstandsmessung R in
Makromolekilen (v.a. in biologischen Systemen) eingesetzt (vergleiche Kapitel 5). In Lésung
wird Ublicherweise ein mittlerer Orientierungsparameter angenommen (k?=2/3). Dies ist in
Ldsung und bei freier Rotation (, orientierungsmittelnd,) gerechtfertigt. Das Experiment hier
versucht im Gegensatz dazu die Idee einer konsequenten Konformationsanalyse an
individuellen Chromophorenpaaren mit Hilfe von FRET durchzufihren.

A B

-4

a4
Fer

Abbildung 8.17 Ergebnisse des Experiments durchgefiihrt an 100 Einzelmolekilen

A: Die Haufigkeitsverteilung der Quantenausbeuten F g1 liefert einen Mittelwert von <F gr>
= 48% * 29 %. Ein Maximum der Verteilung ist nicht signifikant bestimmbar. Der Mittelwert
bestatigt die Ergebnisse der Bulk-Messungen.

B: Die individuellen Konformationen K von Einzelmolekilen waren bestimmbar. Die
Konformation K des Beispielmolekiils 36 (F er = 31%) ist dargestellt.
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9. Zusammenfassung

Das Forschungsgebiet der Einzelmolekildetektion SMD hat sich in den letzten Jahren stark
weiterentwickelt. Stand Anfang der 90er Jahe noch der Nachwels einzelner Chromophore im
Mittelpunkt, haben sich in den letzten Jahren Fragestellungen etabliert, die versuchen
klassische Forschungsgebiete durch die Anwendung der SMD voranzubringen. Unter diesen
Forschungsgebieten nehmen die Biowissenschaften eine wichtige Position ein.
Einzelmolekiluntersuchungen koénnen dort solche Prozesse néher beleuchten, die mit
bisherigen Methoden durch summative Effekte bzw. durch Mittelung verborgen blieben. In den
Feldern molekulare Motoren, DNA-Transkription, enzymatischer Umsatz, Protein-Dynamik
und Signatransfer in Zellen wurden bereits bedeutende neue Erkenntnisse mit der SMD
erarbeitet. Das zentrale Thema dieser Dissertation, die Untersuchung von Viren unter
physiologischen Bedingungen in lebenden Zellen, erweitert das biologische Feld der
Anwendung von SMD auf den Bereich der Virologie. Im Rahmen dieser Arbeit ist es erstmals
gelungen den Infektionswegs eines einzelnen Viruspartikels in einer lebenden Zelle in Echtzeit
zu verfolgen. Die dabel verwendete Methode stellt ein vdllig neues bildgebendes Verfahren dar,
das mit hoher Orts- und Zeitaufldsung Messungen unter physiologisch relevanten Bedingungen
ermdglicht.

Am Anfang der vorliegenden Arbeit standen mikroskopische Untersuchungen von einzelnen
Farbstoffmolekilen (Cy5 und TDI) in Polymerfilmen. Dabei wurden Kklassische
Einzelmol ekl experimente an beiden Chromophoren durchgefiihrt. Beide Molekile kdnnen mit
langwelligen Laserlinien im roten Spektrabereich angeregt werden, was Probleme mit
Fremdfluoreszenz, die bei , blauer Anregung* in Einzelmolekiilexperimenten auftritt, vermeiden
hilft. Séttigungsuntersuchungen und Experimente zur Photostabilitéé von TDI und Cy 5
belegten, da? beide Farbstoffe in ihren photophysikalischen Eigenschaften gut fur
Einzelmolekiiluntersuchungen geeignet sind. Sie liefern in etwa 10° (TDI) bzw. 10° bis 10’
(Cy5) Photonen bis zum Photobleichen, das Séttigungsmaximum liegt bei etwa 3 10° (Cy 5)
bzw. 10° Photonen (TDI) je Sekunde. TDI ist dabei hinsichtlich beider Parameter um Faktor
deutlich besser. Da aber nur Cy5 wasserloslich ist, wurde in weiteren Untersuchungen dieser
Farbstoff als Label fur Biomolekile eingesetzt.

Auf dem Weg, Einzemolekille in lebenden Zellen nachzuweisen, wurden Cy5-gelabelte
Antikérper in permeabilisierte HeLaZellen eingebracht. In diesen toten Systemen konnte Cy5
as einzelner Chromophor nachgewiesen werden.

Mit der Methode des Single Dye Tracings (SDT) wurden die Diffusionskoeffizienten in
wélrigen Lésungen von Immunglobulin G (IgG) und von Adeno-assoziierten Viren (AAV),
beide mit einzelnen Cy5-Molekillen gelabelt, bestimmt (<Daay > = 7,5 um?/s bzw. < Dy >
=38 um?/s). Die Werte fir IgG stimmen mit den in der Literatur bekannten Werten exakt
Uberein.
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Zur Bestimmung der Detektionseffizienz vergleiche [226]

Die Bestimmung des Verstarkungsfaktors erfolgte gemaf? Tabelle des Verkéufers der
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