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Einleitung

Die Begriffe Nanowissenschaften und Nanotechnolopiezeichnen einen aktuellen
Forschungsbereich, der zu industriell und gesdlitioth relevanten Technologien und
Produkten gefuhrt hat und weiterhin fihren wirde Bezeichnung als Zukunftstechnologie
basiert darauf, dass Materialien mit Dimensiondirdau Nanometer-Ebene die Eigenschaften
bestehender Produkte optimieren oder ganzlich Bffe&te hervorrufen konnen. Diese haben
nicht nur Bedeutung fir die Materialwissenschaftendern kénnen auch gezielt (Pharmazie)
oder zuféllig (Toxikologie) Relevanz fur biologistiProzesse haben. Viele Lebensvorgange
in Zellen spielen sich ebenfalls im Nanometerbéreab, so dass Biomolekiile wie auch
Nanopartikel als natirliche beziehungsweise kiotstliWerkzeuge verstanden und untersucht
werden kénnen. Diese Arbeit widmet sich sowohl Qemantifizierung rein biochemischer
Prozesse als auch der Untersuchung von Wechsehlgeku lebender Systeme mit
anorganischen Nanopartikeln und stellt damit einemKination von Biophysik und
Nanowissenschaft dar.

In der vorliegenden Studie werden die Reaktionenhiologischen Zellen auf auf3ere Stimuli
untersucht. Dabei kann man die Zellen taxonomiseh Reichen der (Eu-)Bakterien, der
Pflanzen sowie der Tiere zuordnen, so dass sowotkaB/oten wie auch Eukaryoten
vertreten sind. Die Darstellung der Ergebnissanisirei thematische Abschnitte unterteilt: Im
ersten Teil werden die Eigenschaften eines Protelasakterisiert und die Bindung eines
Nucleotid-Liganden biophysikalisch analysiert. Deweite Teil behandelt anorganische
Nanopartikel und deren Interaktion mit menschliclal tierischen Zellen. Im dritten Teil
werden Veranderungen von bakteriellen Zellobergéchinter verschiedenen Umwelt- und
Praparationsbedingungen untersucht.

Die Bedeutung der Untersuchungen an dem pflanzii@ystem edicago sativaliegt im
Verstandnis und der damit moglichen Optimierung wvaettrlichen Abwehrreaktionen
gegenuber pathogenen Bakterien. Fir das hierbeiliged ProteinMs-Raclwurden von
Partnern funktionale Aspekte aufgeklart, so dasas mu dieser Arbeit Methoden zur
quantitativen Analyse der Reaktionen zu entwickedmen. Der Schwerpunkt liegt dabei auf
der Fluoreszenz-Korrelations-Spektroskopie (FC3)isaer Rasterkraftmikroskopie (AFM).
Dabei ist es gelungen, thermodynamische und kotetisKenngréf3en zu bestimmen und
Eigenschaften des Proteins zu charakterisierendulieh die zuvor eingesetzten Verfahren
nicht zuganglich waren. Neben der Immunabwehr vathdyenen erfordert auch die
spezifische Erkennung und Interaktion mit symbadten Bakterien (z.BSinorhizobium
meliloti), die durch die Fixierung atmospharischen Sticksteinen wichtigen Beitrag zu
einer natiirlichen Bodendiingung leisten, dhnlicige@wege' Diese Bakterien kommen im
Erdboden vor, so dass sie schwankender Feuchtigkditgegebenenfalls auch Trocknung
ausgesetzt sind. Solche und noch extremere Bedpegursind auch als Teil der
Praparationstechniken fir elektronenmikroskopisémalysen notwendig, so dass es zu
Veranderungen der Ultrastruktur und mitunter desageten Form der Zelle kommen kann.
Diese Einflisse sind mit den jeweiligen praparati&ehritten zu korrelieren und maoglichst
gering zu halten, um eine realistische Darstellung gewahrleisten. Hierzu wurden
verschiedene elektronenmikroskopische und rastimkiia@oskopische Techniken eingesetzt
und die Entwicklung von typischen Merkmalen prépder Bakterien analysiert.

Diese mikroskopischen Methoden sind ebenfalls flie dCharakterisierung von
unterschiedlichen Nanopartikeln (NP) und derenréiigon mit tierischen Zellen eingesetzt
worden. NP bieten Madglichkeiten einer gezielten Andung im biologischen und
medizinischen Bereich beispielsweise als Drug-€grrkdnnen allerdings auch toxische
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Effekte hervorrufen, welche in Kooperation mit vee@én Partnern eingehend charakterisiert
wurden. In beiden Féllen wird die Interaktion m&na Organismus (hier: Mensch und Ratte)
durch die Bindung an der Zelloberflache (hier: Lemgewebe) eingeleitet. Dieser Vorgang
ist durch Abbildungen sowie kraftspektroskopisclegfahren untersucht worden, wobei unter
anderem Ergebnisse hinsichtlich der Grof3e, der dmorg und lokalen Verteilung von
gebundenen NP wie auch der dabei wirkenden Kraftebeitet wurden. Das Ziel des
Gesamtprojektes ,NanoCare" ist es, das Gefahrdutgspal verschiedener industriell
genutzter NP einzuschatzen und wenn moglich Wedeuaeigen, es durch gezielte
Modifikationen zu minimieren.



1 Biologischer Hintergrund und physikochemische
Eigenschaften der Proben

1.1 Immunantwort und Symbiose: M. sativa und S. mel iloti

Hohere Organismen wie Tiere und der Mensch sinderer Vielzahl an Mikroorganismen
umgeben, teilweise dienen sie sogar als natirlitledrensraum fur grol3ere Mengen an
Bakterien (z.B. im Darm, auf der Haut). Das Immutegn hat die Aufgabe, insbesondere
schadliche Mikroben zu erkennen und zu eliminierduch Pflanzen verfigen Uber
Abwehrmechanismen, die einigen grundlegenden Vagéanim Tierreich &hneln, ohne
jedoch auf die komplexen und hoch spezialisierteleA des adaptiven Immunsystems
zuruckgreifen zu konnen. Als Verteidigungsmittel em®n beispielsweise starke
Oxidationsmittel auf Basis von biogenen sauerstififpen Radikalen — Reactive Oxygen
Species (ROS)- die organisches Material zerstoren und Pathogenabtdters. Durch die
unspezifische Wirkungsweise der ROS werden allgsdimicht nur die schadlichen
Mikroorganismen sondern auch die umgebenden Zdlen Pflanze in Mitleidenschaft
gezogen (Abb. 1a).

Abb. 1 Normale Abwehrreaktion der Pflanze (Nicotiana tabacum nach Kontakt mit Molekdlen (Elicitor)
pathogene Hefen durch Bildung von ROS (links), veninderte Reaktion aufgrund einer Inhibition des
Signalweges durch antisense cDNA von Ms-Rac1 (resht (aus Schiene et al. 2000)

Eine solche Reaktion beschrankt sich auf die Regien Infektion und erfordert die
Erkennung der Bakterien als Pathogen. Dieses gddcldurch die Bindung typischer
bakterieller Molekile an Rezeptoren der Pflanzdemel Diese triggern eine
Reaktionskaskade, die das eingehende ,Signal“ amkist gegebenenfalls mit einem

2 Diese Substanzen spielen auch im Zusammenhangxisthen Effekten von NP eine Rolle, da sie teibae
als Reaktion von den Zellen vermehrt gebildet weraeler auch durch chemische Reaktionen an der
Partikeloberflache entstehen kdnnen. In diesemfidatt inre Prédsenz zur Schadigung der Korperzellen
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Schwellenwert vergleicht und im Zellkern und im &3al verarbeitet. Die Signalwege

konnen sich aufspalten, um verschiedene Reakti@nezuleiten oder auch konvergieren,
wodurch unterschiedliche Ausloser zu &hnlichen Ratsn fuhren. Die in diesem

Zusammenhang relevanten Signaltransduktionsprozessden im folgenden Abschnitt

vorgestellt. Besondere Betonung liegt dabei auf demtein Ms-Racl, das als binarer
Schalter die Informationsweitergabe kontrolliertlun dieser Studie untersucht wurde. Seine
Bedeutung wird durch seine selektive Inaktivierugptlich, die zu einem weitgehenden
Ausbleiben der pflanzlichen Abwehrreaktion fiihrbpA 1 b)?

Neben phytopathogenen existieren auch symbioti®ddderien, die von der Pflanze als
solche erkannt werden. Daraus resultieren volldeam Reaktionen der Wirtspflanze, die die
Symbionten beispielsweise in spezielle BereicherinVurzeln integrieren. Eine solche
symbiotische Beziehung besteht zwiscivensativa(Luzerne) unds. melilotiund ist typisch
fur Leguminosen (Hulsenfrichtler) und Rhizobien ¢@Kchenbakterien). Die Bakterien
entwickeln sich zu Bacteroiden, was mit einer Uthatg des Stoffwechsels einhergeht. Sie
erhalten von den Pflanzen energiereiche Kohlenstdfindungen und im Gegenzug
reduzieren sie atmospharischen molekularen Stitfksten sie damit in eine fur die Pflanze
nutzbare Form UberfihrénDa Stickstoff essentieller Bestandteil unter asdervon
Aminosauren und Nukleinsduren ist, wird so die Bdising von nahrstoffarmen Bdden
ermoglicht. Zu den Leguminosen gehodren eine Reire Nutzpflanzen (Erbsen, Bohnen,
Linsen und einige Futterpflanzen wie die Luzerzejdem haben sie durch die Verwendung
als Grundunger groRe Bedeutung fur die dkologidarmewirtschaft. Fur die Interaktion der
Bakterien mit Pflanzenzellen spielen Molekile deflidembran eine wichtige Rolle. Diese
lassen sich biochemisch charakterisieren und hdidsamde mikroskopische Techniken
bieten die Mdglichkeit, Membranstrukturen und eiagerte Proteine darzustellen und
hinsichtlich ihrer Anordnung zu untersuchen. Dugeeignete Markierungstechniken kénnen
Proteine anhand von elektronenmikroskopischen Abbden spezifisch identifiziert werden.
Fur diese Untersuchungen sind spezielle Prapasstotiitte notwendig, die die Gestalt der
Zelloberflachen verandern und beispielsweise haurgAusbildung von Falten der Membran
fuhren. Im Gegensatz zu SEM erlaubt AFM die Abhilgwon Bakterien auch unter nativen
Bedingungen in Flissigkeit. So wurde auf die funvSBotwendigen Praparationsschritte
sukzessive verzichtet und die Veranderungen deteiakoberflache verfolgt.

1.1.1 Signaltransduktion durch kleine G-Proteine

Die sogenannten kleinen GTP-bindenden Proteinez{kkleine G-Proteine) besitzen eine
relativ geringe Molekilmasse von ca. 20 — 25 kDal wehdren zu der Gruppe von
GTP-bindenden Proteinen. Diese umfasst dartibeusiaach die heterotrimeren G-Proteine
(aufgrund der Molektlmasse auch als ,grof3e G-Rretdrezeichnet). Beide Gruppen sind an
der Signaltransduktion beteilig, wobei die groReR1Gteine direkt an der Zellmembran mit
speziellen Rezeptoren interagieren (daher der N&y@otein-coupled receptor, GPCR) und
dort aktiviert werden. Kleine G-Proteine werden eishebenfalls an der Membran aktiviert.
In tierischen Zellen werden kleine G-Proteine im Ras-Superfamilie zusammengefasst, die
iber 150 Proteine enthalt, welche in fiinf Untergemp eingeordnet sirtdSie erfiillen
Kontrollfunktionen in unterschiedlichen Bereichenewbeispielsweise dem Zellwachstum
(Ras), dem intrazellularen Transport von VesikeRal{) oder der Organisation des
Cytoskelett8 und der Abwehr von Pathogenen (Rho/Rad)ifgrund der groBen Bedeutung

® Der Aufbau und die Dynamik des Cytoskeletts werflendie AFM-Abbildung tierischer Zellen eine Rolle
spielen (Kap.4.2.2), der Vesikeltransport hat fie Aufnahme und die Lokalisierung von NP in derl&el
Bedeutung (Kap.4.2.3).



nicht zuletzt auch fir die Entstehung von Krebsarkungen durch Mutationen (Ras:tRa
sarcoma, Sarkom: Tumor des Stiitzgewebiss)die wissenschaftliche Datenlage im Bereich
tierischer (insbesondere humaner) Proteine umfasigre als fur vergleichbare pflanzliche
System€. Es existieren Homologien zwischen Proteinen der/Rac Familie und
pflanzlichen Proteinen, so dass man diese als R (f plants) bezeichnet h&tDaher
konnen einige bekannte Konzepte der Regulatiop#amzliche Systeme Ubertragen werden,
was die wissenschaftliche Arbeit in diesem Bereadeichtert. Hierbei bleibt allerdings im
Einzelfall zu prifen, ob ahnliche Phanotypen umdkstirelle Homologien von Proteinen sich
auch auf die biochemische und funktionale Ebeneviakesn.

Generell kann man kleine G-Proteine als binare [Bahauffassen, deren Aktivitat durch die
Art eines gebundenen Guanin-Nucleotids determimved. Ihre Funktion ist in einen Zyklus
eingebunden, der durch weitere Proteine regulierd \(Abb. 2). G-Proteine liegen in der
Regel Uber einen Lipidanker an der Plasmamembranngken in der inaktiven Form vor
(GDP gebunden). Dort werden sie — beispielsweisage der Stimulation des Rezeptors
RLK (receptor-like kinase) — durch Interaktion reihem GEF (guanine nucleotide exchange
factor) aktiviert, indem das GDP gegen GTP ausgetsuwird. In diesem Zustand
interagieren sie mit weiteren Proteinen (Effektdreso dass das aktivierende Signal
weitergeleitet wird. Werden so mehrere Effektoa&hviert, kommt es zu einer Verstarkung
des Signals. G-Proteine besitzen eine GTPase-fumlktie zu einer Hydrolyse des GTP und
damit zu einer Inaktivierung fuihrt. Die intrinsigcle TPase-Aktivitat ist allerdings schwach
ausgepragt, so dass ein G-Protein relativ lang&TR-gebundenen aktiven Zustand bleiben
kann. Hier existiert eine weitere Regulationsmdtat, indem die Hydrolyse durch GAP
(GTPase activating protein) beschleunigt wird. Bedit sich das kleine G-Protein wieder im
inaktiven GDP-gebundenen Zustand, kann dieser déws$oziation mit GDI (guanine
nucleotide dissociation inhibitor) stabilisiert wen, was eine erneute Aktivierung erschwert.
Zudem bindet das GDI den C-terminalen Lipid-Ankes d>-Proteins und verhindern damit
die Assoziation mit der Cytoplasmamembran. Dadussbleibt der Komplex im Cytosol und
eine Aktivierung durch die Interaktion mit membramsligen GEF wird unterbunden.

Signals —» RLK MLO

s
RopGAP pi oo
sl el o 2

= ~>
Formin PLD
% (WAVE complex) ,* @
5 s ¥ .
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v e 41 ; £ i
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Abb. 2 Signaltransduktion durch kleine G-Proteine ROP) in Pflanzen. Durchgezogene Pfeile
symbolisieren direkte Wechselwirkungen, gestrichedt Pfeile vermutete oder indirekte Interaktionen mit
Effektoren. (aus Berken, A. 2006)



Diese allgemeine Beschreibung gilt fiir tieristiwée auch fiir pflanzliche kleine G-Proteine
vom ROP-Tyg Dabei stellen die genannten Interaktionspartneveils Gruppen von
Proteinen dar, die durch ihre Funktion und ihrerib&u — ahnlich den Familien der kleinen
G-Proteine — eine Verwandtschaft dokumentieren. gaige kann man annehmen, dass es
zu einem neu entdeckten G-Protein einen entsprdehesatz an Regulatoren gibt und
umgekehrt. Auch hinsichtlich der unterschiedlicigereiche, in denen sich die Aktivitat
eines G-Proteins letztlich auRert (Abb. 2 untemd ®ftmals noch nicht alle Effektoren und
Reaktionsschritte bekannt (Abb. 2, gestrichelte birgtlungen). Eine Arbeitsweise der
Biologie, die hier zum Einsatz kommt, ist die Ingldrung oder Mutation eines Proteins und
die Beschreibung des resultierenden Phanotyps. 8aew aus Verdnderungen der
Physiologie oder des Verhaltens des Organismugnhatonen Uber das jeweilige Protein
gewonnen, ohne dass im Vorfeld alle beteiligteeraittionspartner bekannt sein missen.

1.1.2 Struktur und Funktion von Ms-Racl

Das in dieser Arbeit charakterisierte ROP-ProteistR&cl wurde 2000 in der Gruppe von
Prof. K. Niehaus audMedicago sativa(Luzerne) isoliert. Seine Beteiligung an einer
pflanzlichen Abwehrreaktion konnte festgestellt desr, da Tabakpflanzen, die gentechnisch
so verandert wurden, dass sie den Gegenstrangodaré&nden DNA synthetisieren (CDNA:
complementary DNAY, eine stark verminderte Bildung von ROS zeigen, diae
Verteidigungsreaktion der Pflanze darstellt (Abb2 Im Folgenden soll der biologische
Hintergrund der Auslosung und die WirkungsweiseselieAbwehrreaktion erlautert werden
und anschlieBend der molekulare Aufbau von Ms-Ratdrgelegt werden. Die
Aminosauresequenz des Proteins ist ein wichtigdi ffiir die Homologie zu den humanen
Proteinen Hs-Racl und Hs-Rac2. Weiterhin ergebam daraus wichtige Informationen fur
die Konzeption und Interpretation der in dieserétldurchgefiihrten Messungen.

Biologische Zellen synthetisieren eine Vielzahlvamschiedenen Molekilen, wobei manche
Merkmale fur ganze Gruppen von Organismen typisod. sHierzu z&hlen beispielsweise
Bestandteile der Zellwand von Pilzen, Proteine ddagellen von Bakterien oder
Lipopolysaccharide (LPS), die die &uRere Membram @oam-negativen Bakterien aufbauen
(folgendes Kapitel}? Einige dieser Strukturen werden vom angeborenenunsystem der
Tiere erkannt (pathogen-associated molecular pat®&kMPs), wobei beispielsweise LPS die
Anwesenheit von (oftmals pathogenen) gram-negatiBakterien anzeigt und heftige
Entziindungsreaktionen ausldésen kann (EndotdXiAuch Pflanzen haben Rezeptoren, die
solche haufigen Merkmale (Elicitoren) von potemtsghadlichen Organismen erkennen und
Abwehrreaktionen induzierél. Als gut untersuchte Beispiele konnen hier die
Elicitor/Rezeptor-Paare Flagellin/[FLS2 sowie EFHFEIR genannt werden, wobei die
Elicitoren als Proteine bakterieller Flagellen bayes bakteriellen Transkriptionsapparates
sowohl typisch fiir Bakterien sind als auch in groRezahl gebildet werdetf. Im eingangs
genannten Fall ist Ms-Racl an einem solchen Sigmeltiuktionsprozess beteiltyvobei
hinsichtlich der Identitéat der aktivierenden Regoian noch weiterer Forschungsbedarf
besteht.

Auch in Bezug auf die zellularen Reaktionen, diecHuMs-Racl ausgeldst werden, existieren
bekannte Analogien in tierischen Systemen. Diegidative burst bezeichnete Synthese und

¢ Durch diese Antisense-Technik wird die komplementinRNA gebunden und so die Synthese des
entsprechenden Proteins blockiert. Aufgrund detgetienden Ubereinstimmung der DNA-Sequenz zwischen
Ms-Racl und homologen Proteinen der Tabakpflanzedevideren Funktion unterbunden, was flir eine
vergleichbare Rolle von Ms-Rac1 i sativaspricht.



Freisetzung von ROS kommt beispielsweise in Netitep und anderen Leukozyten vor, die
Fremdkorper aus dem Kérper aufnehmen und intrdaelalbbauen. Von zentraler Bedeutung
ist dabei der Proteinkomplex NADPH-Oxidase (initielnen Zellen auch algspiratory lrst
oxidase, RBO bezeichnet), der den Transfer einektrialess von NADPH auf molekularen
Sauerstoff katalysiert, wobei,Oentsteht. Dieses Radikalanion ist hoch reaktiv bildet
weitere Produkte, die als ROS bezeichnet werderougahisches Material des Fremdkérpers
oxidativ zerstéred® In Pflanzen existiert ein vergleichbarer Enzymkdewp der als Rboh
(respiratory burst oxidase homologue) bekanntGstweist einige strukturelle Ahnlichkeiten
zu RBO auf, wobei es bei einzelnen Proteinkompareriu Unterschieden zwischen der
tierischen und pflanzlichen NADPH-Oxidase konlintn beiden Fallen spielen G-Proteine
der Rac-Familie eine regulatorische Rdfié® wobei hier das humane Hs-Rac2
hervorzuheben ist, zu dem Ms-Rac1 strukturell vediast®’

1.1.3 Struktur bakterieller Zellen und deren Oberfl  achen

Bakterien stellen einfach aufgebaute Organismendiarals einzellige Lebewesen auch tber
Artgrenzen hinweg einen vergleichsweise homogenenufba besitzen. Ihre
Stoffwechselleistungen sind sehr divers, so dassggeei Arten auch oder gerade unter
extremen Umgebungsbedingungen wie  Temperatur, Druckler chemischer
Zusammensetzung lebensfahig sind. Sie weisen eidBeGvon einigen hundert nm bis zu
wenigen um Lange auf (Abb. 3 A — C). Im Unterscheed Eukaryoten verfligen sie Uber
keinen Zellkern, so dass ihre DNA frei im Cytosolrliegt, weswegen sie als Prokaryoten
bezeichnet werdeff.Ihr Cytosol wird durch eine Lipiddoppelschicht ie dPlasmamembran
(PM) — begrenzt. Im Unterschied zu tierischen Zekehliel3t sich als weitere Schicht die
Zellwand an (Abb. 3 D). Diese besteht aus einentitaglycan-Netz (PG, auch als Murein
bezeichnet), das aus regelmaflig angeordneten Kuolueti- und Oligopeptid-Einheiten
aufgebaut ist. Die Dicke dieser Lage wird mit 2L8 nm flr ein einschichtiges Netz und mit
ca. 20 — 80 nm fiir mehrschichtige Netze angegéb®rDie wichtige Klassifizierung in
gram-negative (einschichtiges Murein) und gram4ipasi (mehrschichtiges Murein)
Bakterien hat sich historisch aus der hieraus tiesehden unterschiedlichen
Farbstoffbindung der Zellen entwickéft.Bei gram-negativen Bakterien folgt darauf noch
eine zweite Lipidmembran (outer membrane, OM). Dienddran(en) und das Peptidoglycan
werden zusammengefasst als Zellhille bezeichnet.

Die Zellwand bestimmt die Gestalt der Bakterierezell Im Gegensatz zu einer leicht
deformierbaren Lipidmembran halt der Murein-Sacsudem hohen Innendruck (Turgor) der
Bakterien stand®* und wird dadurch in die typische Form gebracht.h@md von
lichtmikroskopischen Untersuchungen hat man schoh $pharische, stdbchenférmige und
wendelformige Bakterien unterschieden und die Molpiie zur Klassifizierung
herangezogen (Abb. 3 A — C). Durch den Einsatz Elektronenmikroskopie konnte die
Struktur der Zellwand selbst dargestellt und bie hu eingelagerten Proteinkomplexen
analysiert werdef® Hierbei spielen die Praparation der Proben und die
Untersuchungsmethoden eine nicht zu unterschatzétwlke, was neben biologischen
Schwankungen auch fir die grol3e Spanne der einggegannten Dicke des Mureins
verantwortlich ist? Auch weitere Veranderungen der Probe — wie dasté&mn von Falten
oder Willsten auf der Oberflache — werden oft mit Binfluss der Praparation begriintfet.
Im Folgenden soll der Aufbau der Zellwand gram-niega Bakterien genauer dargestellt
werden, um die in dieser Arbeit systematisch untdren Charakteristika und
Veranderungen von Oberflachenstrukturen biologesnkauordnen.
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Die Plasmamembran trennt das Cytosol vom periplasai@n Raum, der zwischen der
inneren und aul3eren Membran liegt und das Peptidagl beinhaltet. Sie gestattet durch
eingelagerte Transportproteine und Kanale den &isfausch mit der Umgebung und im
Unterschied zu eukaryotischen Zellen auch den Ppamsvon Komponenten des
Peptidoglycans zum Aufbau der Zellwand. Dies ist l@ntinuierlicher Prozess, der fur das
Wachstum und die Zellteilung notwendig ist. Dasiflasma stellt einen gelartigen Raum
dar, der neben dem PG auch weitere Proteine enthdleinen Durchmesser von etwa 20 nm
aufweist’® Das PG besteht aus linearen Polysaccharidketteie dus den
Disaccharidbausteinen N-Acetylglucosamin und N-fploetiraminsaure aufgebaut werden.
Diese sind durch Oligopeptide miteinander verkntplét dass ein Netzwerk entsteht. Die
Verbindungen lassen Raum, um den Stoffaustausclienitymgebung zu gestatten. Dabei
befindet sich das PG in einem steten enzymatistdiyisserten Auf- und Abbau, der es den
Anforderungen des Zellwachstums anp443abei werden bis zu 50 % des PG wéhrend eines
Zellzyklus (ca. 30 min) umgebatit.

Die aul3ere Membran ist selektiv permeabel und bddeeinen Schutzwall des Bakteriums
gegeniiber potentiell schadlichen Stoffen der UmggBtiDas fiihrt beispielsweise dazu,
dass gram-negative Bakterien weniger empfindlich Renicillin und andere Antibiotika
reagieren, die das Murein beeinflussen, als grasitipe Bakterien. Der Aufbau der OM
unterscheidet sich deutlich von dem anderer bistdwgr Lipidmembranen. Wéhrend die
innere Halfte ebenfalls weitgehend aus Phosphdipidesteht, machen Lipopolysaccharide
den Uberwiegenden Anteil der &ufRReren Halfte ause HBakterienzelle verflugt tber
ca. 16 LPS und 16 Phospholipidmolekiil&’ Ein LPS-Molekiil gliedert sich von innen nach

4 Hierdurch das PG wird es zu einem Angriffspunktviérschiedene Antibiotika wie Penicillin, die danfbau
inhibieren. Durch den hohen Innendruck kommt eawfazu einem Anschwellen und zur Lyse der Bakterien
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aul3en in die Bereiche Lipid A, innere und aul3emnisgion sowie das O-Antigen. Das Lipid
A besteht aus mehreren Karbonséauren, die das Malelkder Membran verankern. Sie sind
an einem Kohlenhydratgeriist (Kdo) gebunden, daschen verschiedenen Bakterienspezies
weitgehend konserviert ist. Dieser Bereich des Kakist entscheidend fir die geschilderte
Erkennung (PAMP) und die Abwehrreaktion durch Immellen. Er enthadlt zudem
Phosphatgruppen, die Uber elektrostatisch gebusdéviagnesium Verbrickungen zu
benachbarten LPS-Molekilen schaffen. Die folgenBemneiche bestehen aus weitgehend
linearen Polysacchariden. Sie werden aus repatit@égosaccharideinheiten aufgebaut.
Insbesondere das O-Antigen zeichnet sich dabei hduete hohe Diversitat der
Zusammensetzung aus. Wéahrend die Lange der Keomregi. 25 A misst, betragt die des
O-Antigen 13 — 400 A®

Die drei Lagen der Bakterienhille sind nicht vollighabhéngig voneinander, sondern
punktuell miteinander verbunden. In der OM eingefadinden sich beispielsweise Proteine,
die kovalente Bindungen zum PG aufbauen (LppAB) rodder nicht kovalente
Wechselwirkungen mit dem PG interagieren (OmpA)chin der inneren Membran gibt es
eingelagerte Proteine (TolA), die nicht kovalentedBingen zum PG eingehen (vermittelt
Uber TolB). Diese beiden Proteine bilden dariberahs Bindungen zur OM (an Pal
gebunden) aus, so dass an diesen Stellen ein &ugeakt selbst zwischen innerer und
auRerer Membran herrscfitEs wird angenommen, dass in Bereichen, in dendcheso
Verknupfungen nicht existieren, sich die OM abltat teilweise als Vesikel abgeschnirt
wird. Diese outer membrane vesicles haben versehedrunktionen wie den Transfer von
DNA, Botenstoffen sowie Toxinen und antimikrobiell@irkstoffen. Auch die Ubermittiung
des fur die Initiation einer Symbiose wichtigen Neaktors von Rhizobien zu den Wurzeln
der Wirtspflanzen wird diskutief?.

Ein Teil der in der OM eingelagerten Proteine (Reyibildet Kandle, die oft durch eine als
B-Barrel bezeichnete Konformation gebildet werdenab& wird ein mé&anderartig
aufgebautesp-Faltblatt zu einer Rohre geschlossen. Solche &ireRk erreichen einen
Durchmesser von bis zu 4 nm (Protein-Trimere). gérdavon wurden bereits in kinstliche
Membranen eingebracht und mittels AFM vermessen.

Einige Bakterienarten bilden dariber hinaus zwegisionale Proteinkristalle auf der
Oberflache, die als Surface-Layer (S-Layer) bezwthverden. Der geordnete Aufbau dieser
Strukturen hat grol3es Interesse im Bereich nanoypgdher Forschung mit Blick auf
mogliche Anwendungen gewecktHinsichtlich der biologischen Bedeutung gibt esldrig
Beschreibungen der Funktion von S-Layern, die sacii bestimmte Aspekte einzelner
Gruppen von Bakterien fokussieren. Eine allgemeif@mktion wird mit einer Stabilisierung
der Zelle angeben, wobei dies auch nicht geneitlF%zur Untersuchung des Aufbaus
beispielsweise durch SEM oder AFM werden S-Layewvoh den Bakterien abgeldst und auf
eine harte Unterlage aufgebracht. Auch Abbildunger getrockneten Bakterien sind
moglich3* wohingegen eine Darstellung durch AFM auf lebenBeiterien in wassrigem
Medium erst 2009 gelarfy.Das hier untersuchte Bakterium S. meliloti bildeine S-Layer
aus, so dass die Untersuchungen die aul3ere Memérrstellen.

Neben dem fest gebundenen LPS kdnnen Bakterien sogenannte Exopolysaccharide
(EPS) bilden. EPS sind mit der Zelloberflache a#sdzund bilden einen Mantel, der
allerdings nur schwach gebunden ist, so dass sabKille ablosen kénnen. Sie bestehen aus
repetitiven Einheiten, die b&. melilotiaus einem modifizierten Octasaccharid von Galactos
und sieben Glucose-Molekilen bestehen. Diesesistean Aufbau des Infektionskanals in
den Wurzelknélichen beteilig.



1.2 Interaktion von Nanopartikeln mit tierischen Ze  llen

1.2.1 Aufbau und Funktion tierischer Zellen

Tierische Zellen unterscheiden sich von den zuwveschriebenen Bakterien in vielerlei
Hinsicht. Ein wichtiges Kriterium ist das Vorliegegines Zellkerns (Nucleus), aufgrund
dessen sie zu den Eukaryoten zahlen. Dartber hwexrtisgen sie Gber Organellen, die zu
einer raumlichen Ordnung und Kontrolle der biocleanen Vorgéange beitragen. Die Zellen
sind 10 — 100 pm grof3 und von einer Lipiddoppetdadhumgeben (Abb. 4). Das Verhaltnis
der Oberflache zum Volumen ist bei Eukaryoten diestautlich kleiner als bei Bakterien.
Da viele Reaktionen von membranassoziierten Pretekatalysiert werden, befinden sich in
der Zelle weit ausgedehnte Membransysteme. Die flabke der Plasmamembran macht
daher teilweise nur 10 % der gesamten Membranflacise kann bei einigen Zelltypen aber
durch Aus- und Einstilpungen deutlich vergro3em,seie es beispielsweise in der Lunge
oder dem Darm zum Gas- oder NahrstoffaustauschFddr ist. Hierin zeigt sich die
Spezialisierung einzelner Zellen, die in einem rmeligen Organismus eine definierte
Funktion wahrnehmen und entsprechend angepasst'®sibdr Stoffaustausch mit der
Umgebung erfolgt durch bei einigen kleinen Molekiitiurch Transportproteine in der PM
direkt ins Cytosol, bei gréf3eren Strukturen meigicH das Abschniiren und Einschliel3en in
Membranvesikeln (Endozytose).
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Abb. 4 Schematische Darstellung einer tierischen Hle. (Aus Molecular Biology of the Cellf*

Die Morphologie der Zelle wird nicht durch eine keind bestimmt, sondern durch
Proteinflamente des Cytoskeletts, das im Cytosoldeeidimensionales Gerust bildet. Die
Plasmamembran ist vergleichbar einer flexiblen plaite dariber aufgespannt und an
bestimmten Punkten Uber eingelagerte Proteine rainh dCytoskelett verbunden. Die
Bewegung der Zelle erfolgt durch ein gerichteteadginwachstum der Proteinfilamente. An
der Kontrolle dieser Vorgange sind unter anderem Weschriebenen G-Proteine der
Rho-Familie beteiligf’*® Auch Organellen und Vesikel werden entlang desoSkeletts

transportiert, diffusive Prozesse verlaufen im win Cytoplasma langsath. Der

Vesikeltransport als Teil der Endocytose wird ingémden Kapitel eingehender beschrieben,
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da er fur die Aufnahme gebundener Nanopartikele &olle spielt. Es werden drei Typen
von Cytoskelettstrukturen hinsichtlich ihres Aufbaund der damit korrelierenden Funktion
unterschieden:

Mikrotubuli sind Rdhren von ca. 25 — 30 nm Durchmesser, dee Taibulin aufgebaut
werden. Die Filamente befinden sich in einem dysahen Gleichgewicht durch
Polymerisation und Depolarisation des Tubulins aidén Enden. Das sogenannte Minus-
Ende ist am Centrosom gebunden, von dem die Miktditstrahlenartig in die Peripherie
fuhren. Da in der Regel am Plus-Ende die Polymioissrate und am Minus-Ende die
Depolarisationsrate Gberwiegen, kommt es zu einetmiuhlen-Bewegung des Filaments von
der Peripherie zum Centrosom. So kdnnen an denoMlikuli gebundene Strukturen in das
Zentrum der Zelle transportiert werden. Ein gemstds Wachstum der Zelle erfolgt durch
Anderung der Polymerisationsraten in den entspred® Bereichen. Wahrend der
Zellteilung bauen Mikrotuben den Spindelapparat aeir die zwei Zellkerne voneinander
separiert. Daneben bilden sie auch das Gerust \iem Zie von spezialisierten Epithelzellen
hervorgebracht werden. Zilien stellen Zellfortsatize, die teilweise beweglich sein kénnen
und in der Lunge Schleim und Partikel aus dem Kiomaasportierer®

Mikrofilamente mit einem Durchmesser von 9 nm werden durch Aktoromere
aufgebaut. Wahrend sie in Muskelzellen meist algimikamente oder kurz als Aktin
bezeichnet werden und dort an der Muskelkontraktieteiligt sind, haben sie allgemein in
Zellen neben der Transportfunktion auch StutzawdgabVie die Mikrotubuli besitzen
Mikrofilamente ein Plus- und Minus-Ende mit untdngdlicher Polymerisations- und
Depolymerisationsrate. Sie haben ihren Ursprungdedicht an einem zentralen Punkt wie
dem Centrosom sondern werden im Cytosol ausgehamdhitiatorproteinen gebildet. Damit
konnen direkt in der Region, in die die Zelle sicbwegen soll, neue Mikrofilamente
aufgebaut werdetf. Werden diese miteinander zu einem Netz verbundém die eher
flissige Konsistenz des Cytoplasma gelartig vagestDa diese Netzwerke nahe der
Membran liegen, definieren sie die Topographie Zidloberflache (in der Funktion sind sie
besonders fur AFM-Abbildungen von Bedeutung). Sldelm auch den Ausgangspunkt far
Aktinbindel, die an einigen Stellen mit der Membrarengem Kontakt stehen. An diesen
Punkten finden sich Proteine (z.B. Integrine), die Zelle mit der Extrazellularen Matrix
verbinden und damit im Gewebe oder auch auf deneBaines Kulturgefal3es verankern.
Bei der Extrazellularen Matrix handelt es sich d¢aksum Proteinfilamente (z.B. Collagen)
oder daran gebundene Proteine (z.B. Fibronectia)dds Bindegewebe aufbauen. Weiterhin
bilden Aktinbindel den strukturellen Kern von Migid. Diese schlauchartigen
Zellauslaufer von etwa 100nm Durchmesser und wenigen Lange fihren zu der
beschriebenen VergréRerung der Zelloberflache in.dage oder dem Darm und férdern so
den Stoffaustausch mit der Umgebtthgind kénnen mégliche Bindungsstellen fiir NP
darstellen (Kap. 4.2.3).

Intermediarfilamente tragen ihren Namen aufgrund ihres DurchmessersndelO — 15 nm
zwischen den beiden zuvor genannten liegt. Sie édraus unterschiedlichen Proteinen wie
Keratin aufgebaut werden. Im Gegensatz zu den beadéeeren Filamenttypen stabilisieren
sie die Zelle eher gegenliber Zugkraften, was anasteieratin reichen Zellen der Haut
deutlich wird. Dabei verbinden sie auch benachbéetken zu einem engen Gewelle.

1.2.2 Mechanismen der Stoffaufnahme in tierischen Z  ellen

Die Plasmamembran stellt eine Barriere dar, diee espezifische Regulation des
Stoffaustausches ermoglicht. Zwar haben Gase uranekl lipophile Molekile die

Mdoglichkeit, die Lipiddoppelschicht zu passieretek&risch geladenen Molekilen ist dies
aufgrund der unpolaren Struktur des Membraninnahbendings nicht méglich. Auch gréere
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Molekile oder partikulare Stoffe konnen die Membirader Regel nicht passieren. Die Zelle
verfugt Uber verschiedene Transportmechanismechdilie sie den Stoffaustausch abwickelt
und steuert. Man unterscheidet Prozesse, bei detodfe direkt in das Cytoplasma gelangen
und Aufnahmewege, bei denen sie zuvor in einem Manvesikel eingeschlossen werden
(Endocytose). Erstere verlaufen Uber Kanalproteimel Carrier, die lonen und kleine
Molekiile passiv aufgrund eines Konzentrations- déetentialgradienten passieren lassen
bzw. aktiv unter Energieumsatz (ATP-Hydrolyse) iasdCytosol transportieren und dort
anreichern. Durch diesen aktiven Transport von nonwird beispielsweise das
Membranpotential aufgebaut und reguliert. Die Disienen der Transportproteine limitiert
die Gro3e der aufzunehmenden Stoffe. Zudem kasmasoll sein, das Material im Cytosol
lokal zu konzentrieren und weiter zu verarbeiteas Wird durch die Endocytose ermdéglicht,
bei der das aufzunehmende Material durch die PMchlossen wird (Abb. 5). So kdnnen
spezialisierte Zellen des Immunsystems ganze Bektemd sogar Korperzellen aufnehmen
(Phagocytose) und in einem Vesikel eingeschlosbbawen. Anhand von TEM-Aufnahmen
von Schnitten durch Zellen hat man auch aufgenoremdR gefunden, die von einer
Membran umgeben im Cytosol vorliegen. Es ist dam@unehmen, dass sie Giber Endocytose
in die Zelle gelangen. Allgemein existieren versdene endocytotische Mechanismen, an
denen jeweils charakteristische Proteine betesligd *?

Clathrin- A CLIC/
mediated L GEEC—type_
. endocytosis ~ endocytosis

IL2Rj endocytic
pathway

Caveolar-type
endocytosis )
S Iy Arf6-dependent \
endocytosis

Entosis

= Dynamin
<3 Clathrin

Abb. 5 Verschiedene Mechanismen der Endocytose. (&Doherty et al. 2009%

Ein fur die Endocytose notwendiger Schritt ist Biedung des Molekulls oder Partikels an
der PM. Dies geschieht meist Uber Rezeptoren, dieAdfnahme stimulieren. Fir einige

Stoffe ist bislang nur ein einzelner Endocytose-Metsmus bekannt, bei anderen sind
verschiedene alternative Wege nachgewiéden.
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Von grol3er Bedeutung und gut untersucht ist di¢h@lavermittelte Aufnahme (Abb. 5 rot).
Dieses Protein ordnet sich zu Triskelions zusamrdinsich wahrend der Abschniirung um
den Vesikel lagern und dabei ein hexagonales Gitenen (clathrin-coated vesicle), das die
Krimmung der Membran unterstitzt. Schon an der ialeh sich Vorstufen der Vesikel als
Vertiefungen (clathrin-coated pits), in denen siclerschiedene Membranrezeptoren
konzentrieren. Die Beteiligung des Clathrin Iassh ®lektronenmikroskopisch anhand der
typischen Struktur wie auch durch Fluoreszenzmliapge nachweisen Die Clathrinhille
kann spater wieder dissoziieren und gibt die Memieaikel frei. Auch von intrazellularen
Membransystemen kénnen nach diesem Verfahren eghkddet werdei®

Ein weiterer wichtiger Mechanismus basiert auf dafs Caveolae bezeichneten
flaschenformigen Einbuchtungen der PM (Abb. 5 grisje zeichnen sich durch eine
Anreicherung des Proteins Caveolin sowie von Chetes und Sphingolipiden in der
Membran aué® Solche und ahnliche Lipid-Mikrodomé&nen begriindas Konzept der Lipid
Rafts. Hier geht man davon aus, dass in den Doméinerandere Lipidkonformation vorliegt
und sie damit gewissermal3en als Flo3e in der Ubrdgembran schwimmen. So kdnnen
Membranproteine dauerhaft in rdumlicher Nahe zuwlaa vorliegen und miteinander
interagiererf?

Ein gemeinsames Charakteristikum der Mechanisnmatiadokale Haufung von Rezeptoren
in Membranbereichen. Dies erhéht die Bindungswadtmisdichkeit in Arealen, die fur die
Endocytose pradestiniert sind. Eine Differenzierungber welchen der moglichen
Aufnahmewege ein bestimmtes Objekt endocytiert wkeshn durch Inhibition des jeweiligen
Mechanismus erfolgen. Dabei ist allerdings zu beachdass ein solcher Eingriff die
normalen Vorgéange in der Zelle drastisch beeinfioskann, da auch die Zufuhr anderer
Stoffe blockiert wird”® Hinsichtlich der Aufnahme von NP folgt daraus, dasrschiedene
Eigenschaften der NP sich auf die Aufnahmemechamsrauswirken. Beispielsweise
entscheidet die Grofe von Latex-Kigelchen, ob dead8 uber Clathrin-vermittelte
Endocytose (@ 50 — 200 nm) oder durch Caveolae (8 nm) aufgenommen werden
(untersucht an Hautkrebszellen der Mdlid)eitere EinflussgroRen, die die Wechselwirkung
von NP und der Zelloberflache beeinflussen, werdefolgenden Kapitel dargelegt.
Intrazellular kénnen Vesikel entlang von Microtubiwhnsportiert werden. Als Motorproteine
fungieren dabei Kinesine in Richtung auf das PladdEund Dynein in Richtung auf das
Minus-Ende. Auch Aktinfilamente bilden Transportwegvobei die Bewegung hier durch
Myosine bewirkt wird. Die Geschwindigkeiten liegeai ca. 1 um/s entlang von Microtubuli
und 0,1 um/s entlang von Actinfilament&n.

1.2.3 Herstellung von Nanopartikeln

Eine gebrauchliche Definition von Nanopartikeln dogts dass es sich um Koérper handelt, die
in mindestens einer Dimension 1 — 100 nm messeref¥te, die auch in diesem Bereich
liegen, werden jedoch ausgenommen). Aufgrund deingen Grof3e kommt es zu einem
drastischen Anstieg des Verhaltnisses der Obe#dlaam Volumen der Partikel. Die Partikel
verandern und gewinnen neue Eigenschaften, diensitinter stark von dem des Materials
unterscheiden, wenn dieses in makroskopischen Emheorliegt?’ Diese spezifischen
Effekte haben NP zu einem stark beachteten Forgsiobjekt (Quantenpunkte, magnetische
NP, Fullerene und Kohlenstoffnanorbhrchen, um numige zu nennen) gemacht.
Nanopartikel und Nanostrukturen sind inzwischerfagh zu Anwendungen in der Industrie
bis hin zum Einsatz in alltdglichen Bereichen gekwn, so dass die Nanotechnologie heute
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einen wichtigen Beitrag zur Lebensqualitat wie aacin 6konomischen Situation leisfet.

Diese Bedeutung wird weiter zunehmen, so dass dalsmarktvolumen nano-optimierter

Produkte im Jahr 2015 auf 3 Billionen $ geschaird it?

Fur die Produktion von NP werden mehrere Verfal@iegesetzt, die entweder einen Aufbau
der Partikel aus kleineren Vorlaufermolekilen (bwttup) oder eine Zerkleinerung

makroskopischen Materials (top-down) beinhaftefi. Zwei wichtige Methoden, durch die

die im Rahmen des NanoCare-Projektes untersuchteénhérgestellt wurden, sind die

Gasphasen Pyrolyse und ein nal3chemisches Fallufejsen. Bei der Gasphasen Pyrolyse
werden metallorganische Precursormolekile als Danggi hohen Temperaturen

(ca. 1500 °C) zersetzt. Dabei kommt es zu einelddition der entstehenden Metalloxide und
einem Wachstum der gebildeten Partikel. Uber dim@eratur und Verweilzeit des Materials
lasst sich die GrolRe der Primarpartikel kontrodirer Aufgrund der hohen Temperatur sind
Sinterungsprozesse mdglich, durch die sich Prinmtiked die in Kontakt zueinander

kommen, Aggregate bilden. Solche Einheiten lasseh slurch schonende Verfahren
(Dispergierung in Flussigkeit + Ultraschallbeham#juoder Rihren) nicht wieder trennen.
Auch die Entstehung von Agglomeraten ist mdglicab8® handelt es sich um Priméarpartikel
oder Aggregate, die durch schwache attraktive Waaliikkungen zusammengehalten werden
und sich durch die genannten Verfahren wieder geridassen.

Bei der nasschemischen Synthese werden die geld&tecursoren einer kontrollierten

Fallungsreaktion unterworfen. Die Reaktion kannctudie Konzentration der Reaktanden,
die Temperatur und den Druck gesteuert werden.ZDgabe von Stabilisatoren erméglicht
es, eine Agglomeration weitgehend zu verhindermerzdi werden organische Molekile wie
beispielsweise PEG oder verwandte Polyoxasauregyesatzt, die an der Partikeloberflache

binden?**°

1.2.4 Interaktion von Nanopartikeln mit biologische n Systemen

Fur die Wechselwirkungen von NP mit biologischem téMial sind drei Aspekte von
Bedeutung.

« Die Oberflache des Partikels, die durch die physiemischen Eigenschaften des
Materials bedingt sind

» Die Grenzschicht zwischen dem Partikel und dem legéen fliissigen Medium

+ Die Kontaktzone zwischen dem Partikel inklusivensei Grenzschicht sowie der
Oberflache der biologischen Zelle

Hinsichtlich der Eigenschaften des Partikels sedbsd hier die die Form, die Flache und die
Rauhigkeit des Partikels, seine chemische Zusanetmngy und Kristallinitat, funktionelle
Gruppen, elektrische Ladungen und Liganden sowie IKiydrophilie hervorzuheben.
Zusammen mit Parametern der umgebenden Flussigieitlem pH-Wert, der lonenstarke
(insbesondere mehrwertige lonen), der Temperater, Att und Konzentration gel6ster
Proteine und Detergenzien werden dadurch Charakkeridefiniert, die die Grenzschicht und
damit das Verhalten der Dispersion bestimmen. Dhbedelt es sich um das zeta-Potential,
die Hydratation und die Interaktion mit lonen inr ddektrischen Doppelschicht sowie mit
adsorbierten organischen Molekilen. Neben den gimdben Implikationen haben diese
Effekte einen grol3en Einfluss auf die Stabilitat Despersion, da sie die Agglomeration der
Partikel kontrollieren. Attraktive Van-der-Waals Wselwirkungen fuhren zu einer

€ Beispiele: TiQ in Sonnenschutzmitteln, Hydroxylapatit in Zahncegi8iQ und Carbon Black (RuB) in
Autoreifen, CeQ als Poliermittel fir Wafer
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Zusammenlagerung der NP, wenn sie nicht durch seuKréafte kompensiert werden. Diese
kénnen elektrostatischer Natur sein, was durchDdi¥O-Theorie beschrieben wirth Hier
spielen das zeta-Potential und die lonenstarke emecheidende Rolle: Man kann als
Abschatzung annehmen, dass bei einer niedrigegn#érke (<100 mM) ein zeta-Potential
im Betrag von 30 mV notig ist, um eine Agglomeratimn NP zu verhindern.
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Abb. 6 Wechselwirkungen zwischen Nanopartikeln undiomolekilen: Eigenschaften des NP beeinflussen
die Modalitat der Interaktion (a), daraus ergeben &h mdogliche Verdnderungen der gebundenen
Molekiile mit Folgen fiir den Organismus (b). (Aus Nket al. 20095*

Daneben spielen sterische Effekte, die durch adstebMolekile (Stabilisatoren aus dem
Herstellungsprozess wie auch Molekile aus dem Medibervorgerufen werden, eine
wichtige Rolle. Die Freiheitsgrade ihrer Konfornoeti werden durch die Agglomeration
eingeschréankt, so dass sie eine Dispersion einzehaetikel aufgrund der Entropie

stabilisierer?? Diese Effekte haben einen entscheidenden Einfiuslie GroRe und Form

der NP-Strukturen, mit denen eine biologische Z#ksachlich in Kontakt kommt. Selbst
Material, das durch den Herstellungsprozess in Feimaelner nanoskaliger Primarpartikel
erzeugt wird, kann in einem biologischen Systenr aeder den jeweiligen Testbedingungen
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in Agglomeraten von mehreren pm Durchmesser vatiéyVie am Beispiel der Endocytose
von Polymerpartikeln unterschiedlicher GroRe ggzeurde, ergeben sich daraus deutliche
Differenzen in der Interaktion mit lebenden Zelfén.

Die dritte Ebene biologischer Interaktionen wirdratu die Oberflachenstruktur der Zelle
beeinflusst. Die Lipidmembran ist nicht homogemadarn wird von eingelagerten Proteinen
unterbrochen, die ihr eine Heterogenitat in Langeeichen von 10 — 50 nm verleih®rEin
sehr effektiver Aufnahmeweg fuhrt Uber die speeifes Bindung an Rezeptoren. Hierin liegt
grof3es Potential fur die gezielte Einbringung Vmgrapeutischen Materialien vermittelt durch
NP, die entsprechende Liganden an der Oberflaelgerr(Drug-Carrid).>* Es gibt Berichte,
dass bestimmte Membranproteine an der Bindung éesélbst beteiligt sintf;*® wobei die
zugrunde liegenden Mechanismen aufgeklart werdessem) bevor die Aussage auf NP im
Allgemeinen erweitert werden kann. Auch wenn nichjedem Fall sicher ist, ob Proteine
eine direkte Erkennung und Bindung des jeweiligeartikels bewirken, kénnen sie
unspezifische Wechselwirkungen mit dessen Oberladieeinflussen. Hier spielen
elektrostatische Interaktionen eine Rdllela die Plasmamembran eine negative Nettoladung
aufweist, die unter anderem durch sialinsaurelealBtycoproteine und Glycolipide aufgebaut
wird. Weiterhin kommt der Gestalt der Partikel eiBedeutung zu, da sowohl kleine
Rauhigkeiten die Aufnahme fordern als auch die &rdBr Partikel selbst wichtig ist. So
wurde eine optimale Grol3e festgestellt, die eiselra Aufnahme erlaubt und abhéangig von
der Oberflachenbeschaffenheit wie auch der Geoené¢ni Partikel ist*
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Abb. 7 Wechselwirkungen ZW|schen einem NP und derelmembran. (Aus Nel et al. 2009}

" Biologische Test werden in der Regel in wéassriBeffern und Zellkulturmedien durchgefiihrt, um optlen
Bedingungen fiir die Zellen zu schaffen. Sie weisére lonenstarke von ca. 150 mM auf und enthalten
verschiedene mehrwertige lonen. Diese kdnnen R#adungen kompensieren und ggf. benachbarte Bhrtik
verbriicken. Kulturmedien werden oft mit FCS (fosal&alberserum) versetzt, das eine grof3e Anzahl
verschiedener Proteine beinhaltet, die an derkedoberflache adsorbieren kénr&n.

9 Beispielsweise wird die Verwendung von Kohlenstafforohrchen zu diesem Zweck seit 2006 im Rahmen
des EU-weiten Projektes Carbio untersucht. Da ddieugleichen Konzepte und Methoden zum Einsatz
kommen, wie in der vorliegenden Arbeit, wird deahli dass die hier erarbeiteten Ergebnisse und ipienz
nicht auf toxikologische Untersuchungen von NP heitkt bleiben, sondern vor einem breiteren Himterd

zu sehen sind.
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2 Physikalische Messtechniken

2.1 FCS

Die Fluoreszenzkorrelationsspektroskopie (FCS) wurlnfang der 70er Jahre des
20. Jahrhunderts als ein physikalisches Verfahratwiekelt, dessen Anwendung auf
biologische Untersuchungen ausgelegtfstechnische Weiterentwicklungen erméglichten
eine verbesserte Anwendbarkeit und steigerten daeBtung der Methode in der Forschung.
In der heutigen Form wird die hohe Selektivitat dduoreszenz gepaart mit sensitiven
Detektoren eingesetzt, um Signale bis hinab auEbene einzelner Molekile zu analysieren.
Das wird durch das kleine Messvolumen konfokalekrbBkopie ermdglicht. Somit lassen
sich aus den Schwankungen der Fluoreszenzintengithitige Informationen gewinnen,

welche in makroskopischen Systemen durch die welgergro3en Teilchenzahl notwendige
Mittelwertbildung nicht zuganglich sind.

Ein entscheidendes Kriterium der Fluoreszenzkaraglaspektroskopie ist die Anzahl der
detektierten Fluorophore. Mit Entwicklung der kokdéen Mikroskopie konnte das
Messvolumen auf unter 1 fl gesenkt werden, worth dbei geeigneter Verdinnung der
Messlésung von ca. 0.1 — 100 nM etwa 0.2 — 40 Bhiwore befinder® Es wird zwar die
Gesamtintensitat der Fluoreszenz gemessen, abeenwdgs hohen Anteils einzelner
Fluorophore an diesem Signal erlaubt die statistiscAnalyse der zeitaufgelosten
Intensitatsschwankungen, auf Eigenschaften einzéfwekile zu schlieBen. Aus diesem
Grund kann man die Bezeichnung Einzelmolekulspsktopie fir die
Fluoreszenzkorrelationsspektroskopie wahlen.

Durch FCS lassen sich vielfaltige Informationenaéem, von denen die wohl wichtigste die
charakteristische Diffusionszeip eines Molekuls durch das konfokale Volumen ise 1St
von dem Diffusionskoeffizienten abhangig und daenit Maf3 fir die Gré3e und Form des
Molekuls. Vorgéange, die eine hinreichend grofRe Weesung der molekularen Gestalt
bewirken, sind damit messbar. Dazu gehdren z.BAd@omeration von Proteinen und wohl
bedeutender die Bindung anderer Molekiile oder kgt

Die Detektionsgrenze wird mit einem Unterschied Béffusionszeiten im Bereich eines
Faktors von 1,6 — 2 angegetf8rDas entspricht einem 4 bis 8-fachen Massenunteddei
spharischer Geometrie der Interaktionspartner.iésein Fall sollte der Anteil einer Spezies
mindestens 10 % der detektierten Molekile betragem,eine Analyse zu erlauben. Mit
steigender Differenz der Diffusionszeiten sinktséi&Schwelle.

Diese Limitierung ist durch Markierung beider Irdktionspartner mit Fluorophoren

unterschiedlicher Emissionswellenlange und Kreustationsanalyse des Fluoreszenzsignals
zu Uberwinden. Diese Methode erlaubt zudem ein&k(feung der Messdauer, was sie flr
Screenings z.B. in der Pharmaindustrie interessatht. Weiterhin wird so eine Analyse

intrazellularer Untersuchungen vereinfacht. Dorhrkaine abnormale Diffusion durch die

hohe Konzentration weiterer Molekile und Kompartibee auftreten, was mit dem

Ublicherweise eingesetzten Modell der freien Difiasnicht beschrieben wird. Fir diese
Anwendung ist insbesondere der Einsatz der 2-Pbatédmregung sinnvoll, deren

langwellige Strahlung weiter in Gewebe eindringeantk Wegen des oftmals breiten
Absorptionsspektrums der Farbstoffe ist es in deséall mdglich, unterschiedliche

Fluorophore mit einem einzigen Laser anzuregen smodden apparativen Aufwand zu

verringern.
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Neben der Autokorrelationsanalyse sind auf das rEkmenzsignal andere Verfahren zur
Informationsgewinnung anwendbar. Die molekularelitdetit und Fluoreszenzlebensdauer
kénnen Aufschluss Uber die Umgebung des Farbggetien und werden durch die Methoden
des Photon Counting Histogram (PCH) und Fluoresesdntensity Distribution Analysis
(FIDA) bzw. Fluorescence Intensity and Lifetime @ilsution Analysis (FILDA) und Time
Correlated Single Photon Counting (TCSPC) gerftitt.

2.1.1 Fluoreszenz

Absorbiert ein Molekil ein Photon entsprechendeergie, wird ein Elektron aus dem
elektronischen Grundzustandy $1 den $-Zustand angeregt. Diese Energie kann unter
anderem durch Fluoreszenzstrahlung wieder abgegebeten. Das emittierte Licht ist dabei
im Vergleich zum Anregungslicht rotverschoben (&&scShift), da ein Teil der Energie im
angeregten Zustand strahlungslos z.B. durch Infieraknit der Umgebung abgegeben wird.
Die Zeit zwischen Absorption und Emission wird Blaoreszenzlebensdauer bezeichnet und
durch den Fluorophore und seine Umgebung besti@mtliegt fir organische Farbstoffe im
Bereich von einigen Nanosekunden, so dass thedhefimissionsraten von etwa 100 MHz
maglich sind.

Neben der Fluoreszenz konnen weitere Effekte dafirewelche in einem Jablonski-
Diagramm dargestellt sind:
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Abb. 8 Jablonski-Diagramm. Durch die Absorption eires Photons (ks gelangt ein Molekil aus dem in
den S-Zustand, den es u. a. durch Fluoreszenz in deny-Zustand (k%) oder durch Intersystem Crossing
(kiso) in den ersten Triplettzustand T, verlassen kann.

Ein Ubergang aus dem $ den niedrigsten Triplettzustand Wird als Intersystem Crossing
(ISC) bezeichnet. Da er quantenmechanisch verbstetritt er nur selten auf (ca. 1 mal pro
10° — 1¢ absorbierter PhotonefY).Die Triplettlebensdauer liegt allerdings im Beheieon
Mikrosekunden, daher kann der Anteil der Fluorophor diesem Zustand besonders bei
hoher Anregungsintensitat betrachtlich sein. FlwoFdszenzmessungen ist ein niedriger
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Triplettanteil aus zwei Grinden winschenswert: ESeis tragen Molekile in diesem
Stadium nicht zur Fluoreszenz bei, anderseits ninman an, dass photodegradative
chemische Reaktionen (Photobleaching) vor allemTiplettzustand stattfindef. Neue
Fluoreszenzfarbstoffe werden auf einen kleinen I&tignteil und hohe Photostabilitat
optimiert, was besonders fur die Einzelmolekilspetopie notwendig ist.

Ein anderer Prozess, der die Fluoreszenzquantematesb verringert wird als
Fluoreszenzléschung oder Quenching bezeichnet. Mdaarscheidet zwischen statischem
Quenching, bei dem der Fluorophor im Grundzustanedrenicht fluoreszierenden Komplex
mit einem weiteren Molekul bildet, sowie dynamisth@uenching durch Stél3e mit anderen
Molekulen. In biologischen Systemen sind vor alldm Aminosaure Tryptophan und die
Base Guanin sowie molekularer Sauerstoff als mbgliQuencher von Bedeutufry.

Weiterhin kann die Fluoreszenz durch den FRET-Effeleinflusst werden. Bei diesem durch
Forster beschriebenen Vorgang wird die absorbidfteergie strahlungslos auf ein
benachbartes Molekdil ubertragen, dessen Absorgpahksum mit  der

Fluoreszenzwellenlange korrespondfértSowohl Quenching wie auch FRET werden
analytisch eingesetzt, da sie sehr entfernungssesisid.

2.1.2 Konfokale Mikroskopie

Um Einzelmolekilspektroskopie in Losungen betreibem konnen, ist ein kleines
Detektionsvolumen notwendig, in dem sich nur werdgalytmolekile befinden. Fir ein
ausreichend hohes Messsignal mussen diese Molekitleeiner grofRen Energiedichte
angeregt werden. Beides wird durch die konfokal&rbsikopie erméglicht: Ein anregender
Laserstrahl wird durch ein Objektiv hoher Numeresclpertur (NA > 0.9) auf ein durch
Beugung limitiertes Volumen fokussiert und erzelnggr eine hohe Energiedichte. Im
Epifluoreszenzmodus wird das emittierte Licht vamdelben Objektiv gesammelt und tber
dichroitische Spiegel und Filter auf ein Pinholgettildet und die passierenden Photonen von
einem Detektor registriert. Das Pinhole ist nur $iirahlen permeabel, deren Quelle in einem
eng begrenzten Bereich entlang der optischen Adiegg. Damit wird die Auflésung
optischer Mikroskope von wenigen hundert nm in xjgiEbene um eine Auflosung in der
z-Achse im um Bereich erweitert.

Die Anregungs- und Detektionsvolumina sind bei elmes Aufbau idealerweise
deckungsgleich, in jedem Fall sollte das Detekitohgnen das Anregungsvolumen
umschlie3en, um ein vorzeitiges Bleichen des Faffgstzu vermeiden. Die Form des
Anregungs- bzw. Detektionsvolumens, auch als effekt Volumen Ve bezeichnet, ist
ellipsoid und wird durch den Strukturparameter & @Quotient der halben langen Aclwe
und der halben kurzen Achsgbeschrieben. Dabei geht man von einem dreidimeaka
gaul3férmigen Emissionsprofil aus, dessen Intenakit beiz = zyund lateral ber = rp auf
1/& abfallt (anstelle vom und z wird in der Literatur haufig die Bezeichnung bzw. w
verwendet). Diese Parameter sind auch fir die Aartekationsanalyse von Bedeutung.

Aus der Autokorrelationsfunktion ist die apparefteilchenzahl im effektiven Volumen
bestimmbar und damit eine Méglichkeit zur Konzetmrzsmessung gegeben. Zudem erlaubt
sie, Vet zU berechnen, wozu der Diffusionskoeffiziendes Fluorophors bekannt sein muss.
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Unter Verwendung von
fy = 41D B‘D Formel 1

wird ro berechnet. Damit betragt das effektive Volumen

Ve = gn(4D Tp )% (5 Formel 2

2.1.3 Autokorrelation

Mit Hilfe des mathematischen Verfahrens der Autolation wird ein Signal — in diesem
Fall die Fluoreszenzintensitit— hinsichtlich seiner Selbstahnlichkeit nach eimestimmten
Zeit T analysiert. Schwankungen der Fluoreszenzintendit@onnen von Anderungen der
KonzentrationdC (z.B. durch Diffusion) sowie Unterschieden der ekollaren Helligkeiidn
der Fluorophore (bedingt durch Triplett-UberganQeenching, FRET oder Photobleaching)
herrihren.

Aus dem Fluoreszenzsignal wird die Autokorrelatfanktion (ACF) berechnet und
anschlieBend ein mathematisches Modell angepasst, dem sich charakteristische
Zeitkonstanterr; sowie die apparente Teilchenzah&bgelesen lassen (Abb. 9).
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Abb. 9 Autokorrelationsfunktion in Abhangigkeit der Zeit 1. Die Amplitude des diffusionsbasierten
Bereichs ¢ > 0.01 ms) entspricht der reziproken apparenten Miekilanzahl N, am Halbpunkt (1 ms) ist

die Diffusionszeittp ablesbar. Die relative Veranderung der Amplitude im triplettbasierten Bereich gibt
den Anteil der Molekiile in diesem Zustand an, dessd_ebensdauer nach einem Abfall auf 1/e gegeben.ist

(aus Haustein et al. 2003}

Da die photophysikalischen Effekte in einem kirmerZeitbereich stattfinden als die
Diffusion, kénnen sie getrennt behandelt werdere fdlgenden Betrachtungen gelten daher
fur eine konstante molekulare Helligkeit.
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Fluktuationen der Fluoreszenzintensitat resultiea@is Verdnderungen der Konzentration
C(rt) im effektiven Volumen und sind gegeben durch:

()= IW([) B(nC(rt))dv Formel 3

\

Hierbei istn die molekulare Helligkeit (auch counts per molecdlcpm — bezeichnet) eines
Fluorophors, die das Produkt aus der geratebedingteegungsintensitét und gesamten
Detektionseffizienz, sowie der vom Fluorophor abhangigen GroRen Alsorgguerschnitt
g und Fluoreszenzquantenausbemtiarstellt.

Die raumliche VerteilungsfunktionN(r) kombiniert die optische Transferfunktion des
anregenden LichtHr)/lo, fur das ein gaul3férmiges Strahlprofil angenommana mit der
Collection Efficiency Function (CEF), die von dengénschaften des Objektivs und des
Pinholes bestimmt wirdW(r) wird héaufig durch eine dreidimensionale Gaul3vienmeg
beschrieben, die lateral bek ro und entlang der optischen Achse bei z, auf 1/é absinkt
(Abb. 10).

W([):e e % Formel 4

2y

Abb. 10 Detektionsvolumen des FCS: Strahlprofil im Fokusbereich (blau), effektives Volumen
(grin) gekennzeichnet durch Halbachserw, und wy (links). Fokusebene mitz = 0, r = wy, Molekile
diffundieren durch den Laserfokus, fluoreszierendeMolekiile (orange Kugeln) liegen frei und gebunden
an Rezeptor (blaue Kugeln) vor (rechts).

Die normierte Autokorrelationsfunktion wird gesdren als

(F(t)BF(t+1))

(F@)®

G(T) = Formel 5

Dabei bedeuten eckige Klammern eine zeitliche Mitig. G(7) gibt die Selbstahnlichkeit des
Fluoreszenzsignals nach der Ze#n, was Abb. 11 zum Ausdruck bringt.
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Abb. 11 Selbstahnlichkeit des korrelierten SignalsGrolRRer Kreis: ACF als Funktion der Zeit 1. Kleine
Kreise: Uberlappungsintegral zweier Fluoreszenzsigale mit einer zeitlichen Differenz t; mit
zunehmendenT sinkt die Selbstahnlichkeit. (aus Schwille et aR000Y®

Die Kombination von Formel 3 und Formel 5 ergibt lenstanter molekularer Helligkeit
(on = 0):

Jfwirw(rXac(r o)ec(r, 7))dvav’

(c)[w(rav)

Formel 6

G(r)=

Die Position des Fluorophors verandert sich dalmei vam Zeitpunktt = 0 zur® zum
Zeitpunktt = 7. Lasst man nur freie Diffusion beschrieben dureh Biffusionskoeffizienten
D als Ursache von Konzentrationsanderungen zu, tesggh der Autokorrelationsterm der
Teilchenzahlendichte:

<&([,O)&(I’_', T)> = <C>—_ (& 4D” Formel 7

Die Kombination von Formel 6und Formel 7 fuhrt zu

L W) avar
(C)(4D7)2 w(av)

G(r) =

Formel 8
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Die bereits genannte Diffusionszei, die ein Molekul im Mittel fur die laterale Diffien
durch das effektive Volumen bendtigt, hadngt nachrmfe@d 9 von dem konstanten
Diffusionskoeffizienten und der geratebedingtendein ab.

Ip =—— Formel 9
Das effektive Volumen ist durch die rdumliche VéuategsfunktionW(r) gegeben.

2,2 2
_2X y _22

fe © e #av
3 3
Y= 72 2 =2 0f g, =m0, [B Formel 10

JWwiyav) L

je T B AdV

In einem System aus verschiedenen Komponenten (z.B. freier und gebundener
fluoreszierender Ligandn = 2) tragen diese entsprechend ihrem Molenbroghzum
Autokorrelationssignal bei. Unter Einbeziehung vBormel 9 und Formel 10 ist die
Autokorrelationsfunktion dann gegeben durch:

1 n 1 1
G(T) = DZ: m, E Formel 11
V.. (C ' r 2
Zl eff< >rnk 1+a \/1+(r0j E T
' Z, Tpx

Der erste Term der Funktion entspricht der reziprolnzahl detektierter Molekil im
effektiven Volumen und kann aus der Amplitudér=0) abgelesen werden (Formel 12). Bei
bekanntemVey sind damit Konzentrationsmessungen in lokal betesn Bereichen und
gegebenenfalls auch innerhalb von Zellen mdglich.

G(O) = =1 Formel 12
N

V. (C)

In Mehrkomponentensystemen kann mit Hilfe der ehlé&nfaus der Analyse erhéltlichen
m-Werte die jeweilige Konzentration und im Falle exirLigand-Rezeptor-Interaktion der
Bindungsgrad bestimmt werden.
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Von den photophysikalischen Effekten ist der Ttipl¢hergang von allgemeiner Bedeutung,
die Ubrigen Effekte sind weitgehend abhangig vomejkgen Untersuchungsmaterial. Die
Autokorrelationsfunktion wird nun als Kombinatiorerdauf Diffusion (Formel 11) und
Triplett-Ubergang basierenden Funktionen beschniebe

G(T) = G(T)Diff D((T) Formel 13

total Triplet

Der Effekt des Triplettzustandes wird durch einepamentiellen Abfall mit der Zeitkonstante
rr und einem Anteill modelliert. In gleicher Form kdnnen auch anderéridmene, die ein
zeitweises Verloschen der Fluoreszenz (Blinkingyideen, integriert werden.

T

X =1-T+T@"™ Formel 14

Triplet

Die normierte Autokorrelationsfunktion hat damig diorm:

G(T) = 1-T Zn M +1 Formel 15

1
(1+Tj 1+~
LY STy

Besitzen die Komponentek eine verschiedene molekulare Helligkeit, was zdBrch
Bindungsereignisse hervorgerufen werden kann, issed durch Einbeziehung eines
Korrekturfaktorsa zu bericksichtigen (Formel 16), der das Verhaloes molekularen
Helligkeiten angibf® Unterschiedlichen Diffusionszeiten wird durch Eélsing der
Komponentenanzahl der Fitroutine Rechnung getrabas. entsprechende Programm des
ConfoCor 2 erlaubt die Anpassung des Triplettasitilwie dreier Komponenten von gleicher
molekularer Helligkeit unter Verwendung von Forrsl

_ YECs

Yeorr = > Formel 16
Yecs +a“(1-Yecs)

2.1.4 Signal-Rausch-Verhaltnis

Die Korrelationsfunktion ist wie jedes experimeldgdtrgebnis mit einem Rauschen behaftet.
Die Ursachen daftir liegen in dem DetektionsproZsket noise), sowie in den statistischen
Veranderungen des detektierten Signals, die dieisBdser Analyse darstellen. Unter
Einbeziehung einiger Naherungen wurde von Koppet éibschétzung des Signal-Rausch-
Verhaltnisses (S/N) vorgenomméh.Dabei wird angenommen, dass die Anzahl an
Fluorophoren im effektiven Volumen grof3 ist (N >>Weiterhin soll ein MessintervaliT
kurz gegeniuber der charakteristischen Diffusionszesein. Dieses Messintervall stellt die
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Breite eines Kanals des Korrelators dar. Zudem wlied Korrelationsfunktion durch einen
exponentiellen Abfall und nicht durch die in Formi&l beschriebene Form dargestellt. Damit
erhalt man folgenden Zusammenhang:

S JM AT

— [ Formel 17

\/1+ 40T +2(70T)? Eér%.rj

Hier ist M die gesamte Messdauer undT stellt die pro Messintervall detektierte
Photonenanzahl dar. Zur Beurteilung des Signal-EtaMerhaltnisses konnen zwei Falle
unterschieden werden.

nAT <<1 %D M AT Formel 18

nAT >>1 %D /M £ Formel 19
’p

Demnach steigt das Signal-Rausch-Verhaltnis lineatr der molekularen Helligkein,
solange gilnAT << 1. Dartber hinaus ist das Signal-Rausch-Mgriséunabhangig von der
molekularen Helligkeit und kann nur durch Verlangey der Messdauer M erhdht werden.
Die Abhangigkeit von der Wurzel der Messdauer iistiblicher Zusammenhang, der auch in
anderen Methoden auftritt.

Die molekulare Helligkeit kann durch die Wahl eirgeeigneten Farbstoffs sowie eine hohe
Anregungsintensitat gesteigert werden. Letztetgedoch nur begrenzt moglich, da auch der
Anteil der Fluorophore im Triplettzustand anstei@{eiterhin ist die Streuung durch das
Lésungsmittel a linear von der Anregungsintensatittdngig, so dass das Hintergrundsignal
zunimmt.

Wahrend bei einer Teilchenanzahl N 1 das Signal-Rausch-Verhaltnis nicht, wie in
makroskopischen Systemen, durch eine Steigerunfa®zentration zu erreichen ist, gilt fur
N << 1 folgender Zusammenhang.

% U \/W Formel 20

Neben hohen Transmissionswerten der optischen Koemgen ist die Wahl der Filter von

grof3er Bedeutung fur die molekulare Helligkeit sifearbstoffs. Bandpassfilter reduzieren
den detektierten Hintergrund aufgrund von Ramanstrg, grenzen aber auch den Anteil der
Fluoreszenzemission ein. Dagegen erlauben Longlessfie Detektion eines grof3en Teils
der emittierten Fluoreszenzstrahlung sowie desstisich gestreuten Anregungsstrahlung.
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2.1.5 Diffusion

Die Molekule einer Flussigkeit sind aufgrund ihrdrermischen Energie in standiger
ungerichteter Bewegung (Brownsche Molekularbeweyulhg Impuls kann durch Sté3e auf
gréRere Molekile wie z.B. Proteine Ubertragen werdderen Gesamtimpuls statistisch
verteilt ist. Ein System im Ungleichgewicht, wie dseispielsweise durch einen
Konzentrationsgradienten hervorgerufen wird, steitabhédngig dem Gleichgewicht zu. Im
Fall eines Stofftransports wird dieser Vorgang aBiffusion bezeichnet. Die
zugrundeliegenden thermodynamischen Grolen wie RiEusionskoeffizient und die
Viskositat sind in makroskopischen Systemen nutJimgleichgewichtszustand messbar, was
allgemein zur Entwicklung von Relaxationsverfahgesfiihrt hat. Auf mikroskopischer Ebene
sind Informationen auch in einem dynamischen Gbmelhicht zu erhalten, da hier das
Messsignal nicht eine Mittelung der statistischteiten Grof3en darstellt. Daraus resultiert
die Bezeichnung Diffusionszeit fur die durch FCSvgenenen Daten, auch wenn diese in
Abwesenheit eines Konzentrationsgradienten errhittetden.

Die Geschwindigkeit eines Molekils in einer flugg Phase ist seinem
DiffusionskoeffizientenD proportional, welcher nach der Stokes-EinsteingBleng durch
den hydrodynamischen Radiasind die Viskositat des Mediumsgegeben ist:

KT

=— Formel 21
67ma

Der hydrodynamische Radiaseines globuldren Molekils kann durch Formel 22caégert
werden, wobei die Masse eines Molekils, gegebechdiden Quotienten der Molaren Masse
m und der Avogadrokonstanté,, ins Verhaltnis zur Dichte des Molekigsgesetzt wird.
Abweichungen von der globularen Form fuhren zu mingréf3eren hydrodynamischen
Radius. Viele I6sliche Proteine lassen sich so liregoen, wobei deren Dichte im Mittel mit
1,2 g/ml angenommen werden k&nn.

Formel 22

Die zeitliche Anderung der Konzentration durch D#ibn wird durch das zweite Ficksche
Gesetz beschrieben. Demzufolge ist die Geschwiedigker Konzentrationsanderung der
Steilheit des Konzentrationsgradienten proportional

ac d%c
=D— Formel 23

at ox?
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Die Losung der Differenzialgleichung fur eine fre@ffusion in allen Raumrichtungen
entspricht einer radialsymmetrischen Gauldverteilung¢). Betrachtet man eine
eindimensionale Diffusion vom, Teilchen entlang der x-Achse ausgehend von eildehEA
in der y,z-Ebene, erhalt man:

X2

C(X) = Ll e 4t Formel 24

ArDt)2

Wahrend Formel 24 fur ein makroskopisches Systenwiekelt wurde, kann die
eindimensionale Bewegung eines einzelnen Molekiitshdeine grol3e Anzahl von Spriingen
simuliert werden. Legt es wahrend der Zait die Schrittweite A zurtick, ist die
Wabhrscheinlichkeit, es nach der Ze@in dem Punkt zu finden:

P(x) = \/% e 2 Formel 25

Aus einem Vergleich mit Formel 24 folgt die Einst&moluchowski-Gleichung, die den
Diffusionskoeffizienten durch die Schrittweite udig Frequenz der Springe darstellt. Damit
wird eine Verbindung der mikroskopischen Molekiérigchaften und makroskopischen
GrolRRen geschaffen.

2
D:A

— Formel 26
27

Mikroskopie im Nanometer-Bereich

Fur die zuvor beschriebenen optischen Mikroskope eane Begrenzung der mdglichen
lateralen Auflésungdmi,, die aufgrund von Beugungsph&nomen von der Wéltgyd des
Lichts A und der Numerischen ApertA abhangt.

min = 1'2—2/] Formel 27

2NA
FUr sichtbares Licht betragt diese Grenze etwa 280 Durch die Einfihrung innovativer
Techniken wie STED konnte diese Begrenzung umgangerdew® Eine andere
Herangehensweise besteht in der Verringerung derlleil@nge der eingesetzten
elektromagnetischen Strahlung, was zur Entwicklurey &lektronenmikroskopie (EM)
gefiithrt hat’® Neben der Wechselwirkung mit elektromagnetischeatung lassen sind auch
andere Interaktionen zur Abbildung von Proben ¢rese womit die Beugungseffekte
prinzipiell vermieden werden kdnnen. Hier spieleasti®rsondenmikroskope (engl. Scanning
Probe Microscope, SPM) eine wichtige Rolle, die @&ehen gewissermalien ,abtasten” und
je nach Aufbau des Gerates verschiedene Charalkarider Probe analysieren. Unter
geeigneten Bedingungen kdnnen EM und SPM atomar®#ufgen erreichen. Daher stellen
sie geeignete Techniken zur Untersuchung von nafigek Materialien dar.
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2.2 AFM

Die Rasterkraftmikroskopie (Atomic Force MicroscogeM) gehort zu der Gruppe der
Rastersondenverfahren, wobei die Oberflache einglbePvon einer feinen Spitze gescannt
wird, die idealerweise atomare Dimensionen bediias AFM wurde 1986 basierend auf dem
Rastertunnelmikroskop (Scanning Tunneling Microsc®EM) entwickelt* und erlaubt im
Gegensatz zu diesem auch die Abbildung von Probenkeine elektrische Leitfahigkeit
aufweisen. Das macht diese Technik flr eine breitevgadung in der Oberflachenphysik
und den Nanowissenschaften relevant. Dartber himgtuauch der Einsatz in fllissigen,
insbesondere wassrigen Medien mdglich, wodurch ls@logische Proben und sogar lebende
Zellen unter weitgehend nativen Bedingungen untérsn lassen.

Bei einem AFM befindet sich die Sonde am freien Ertees Hebelbalkens (Cantilever),
dessen Auslenkung proportional der Kraft zwischen $pitze und der Probe ist (Abb. 12).
Als Sonde wird in der Regel eine Spitze aus Sitizrder Siliziumnitrid verwendet, die einen
Krimmungsradius von wenigen nm aufweist. Die hidtratenden Kréfte liegen im Bereich
von einigen pN bis zu uN und werden im folgendesdknitt beschrieben. Die Messung der
Auslenkung des Cantilevers erfolgt meist Gber eioptischen Hebel, wobei ein Laserstrahl
von dem Cantilever auf einen positionssensitiveradpantenphotodetektor reflektiert wird.
Dessen Daten werden von der Steuerungselektromikenelet, um die vertikale Position des
Cantilevers uber der Probe zu regulieren. Komhbimret der lateralen Scanbewegung wird so
ein dreidimensionales Profil der Probe erhalten.r Klie Positionierung kommen
Piezoaktuatoren zur Verwendung, die eine hochp&e&avegung ermoglichen, so dass sich
Auflésungen im Subnanometerbereich realisieren elassDariber hinaus sind durch
Modifikationen des Messaufbaus auch Daten beispgd® hinsichtlich des
Oberflachenpotentials (Kelvin Probe Microscope, KPdwie der magnetischen (Magnetic
Force Microscope, MFM) oder der thermischen Zusta(icanning Thermal Microscope,
SThM) der Probe messbar.

Steuer-
elektronik

( T\__x_xSpiegel Laser

Quadranten-
detektor

Cantilever

Piezo

XY

Abb. 12 Schematischer Aufbau eines AFM. Alternatizum dargestellten Probenscanner kann auch die
Spitze bewegt werden (Tipscanner).
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Verwandte Techniken der SPM-Familie basieren bdmpeise auf dem Tunnelstrom
zwischen Spitze und Probe (STM). Andere Technikezamutoptische Signale (Scanning
Near Field Optical Microscopy, SNOM) oder den loigss in einer wassrigen Salzlésung
(Scanning lon Conductance Microscopy, SICM).

Neben der Abbildung einer Probenoberfliche (Rastérkikroskopie) lassen sich die
zwischen der Probenoberflache und der Sonde wigkendKrafte und ihre
Abstandsabhangigkeit quantifizieren. Die Funktigaiung der Oberflache der Spitze
und / oder der Probe erweitert diese Technik dahag, dass auch Messungen der
Wechselwirkungen und Bindungskrafte zwischen eimerel Molekilen moglich werden
(Rasterkraftspektroskopie).

2.2.1 Intermolekulare Krafte

Zwischen der AFM-Sonde und der Probenoberflach&emirverschiedene Krafte, die eine
charakteristische Abstandsabhangigkeit aufweis@sdkann in gewissen Grenzen durch die
Umgebungs- beziehungsweise Messbedingungen bessnfluwerden.  Attraktive
Wechselwirkungen treten zwischen permanenten uodef induzierten Dipolen (Van-der-
Waals-WW) auf, wenn sich die Spitze und die Probendhern. Wegen der
1/r°-Abstandsabhangigk8itverfiigen diese Krafte iiber eine relativ kurze Rwigite,
innerhalb derer sie jedoch einen signifikanten Eftelf die Messungen ausiben. Die polaren
SiO, Gruppen, die sich an der Oberflache von AFM-Spitaes Silizium sowie auch aus
Siliziumnitrid vorfinden, stellen permanente Dipalar und kdnnen verstéarkt zu induzierten
Dipolen an der Probenoberflache fuhren. In wassrigkedien entstehen durch Hydrolyse
Silanolgruppen (Si-O-H), die abhangig von dem pHAWMes Mediums dissoziieren und so
eine elektrisch negativ geladene Oberflache gemeridJnter stark sauren Bedingungen ist
auch eine Protonierung mdoglich, die zu einer peesitiLadung fihrt. Abhangig von der
Probenoberflache kdénnen so elektrostatische Weslikehgen auftreten, die beispielsweise
zwischen einer Siliziumnitrid-Spitze und Glimmed®,nN betragen und ulber eine Distanz
von ca. 40 nm abfallef?. Hier spielen im Medium geldste lonen eine entstémeile Rolle, da
sie diese statischen Wechselwirkungen abzuschirmeder Lage sind, wahrend rasch
fluktuierende induzierte Dispersions-WW wenigerrbféen sind und so eine attraktive WW
erhalten bleibt. In biologisch relevanten Puffemd uKulturmedien betragt die lonenstarke
ca. 150 mM, wodurch elektrostatische WW weitgehemderdriickt werdef® Bei einer
weiteren Annaherung zwischen der Spitze und dedPraberflache kommt es aufgrund des
von Pauli formulierten Verbots eines Uberlappensjeeeiligen besetzten Atomorbitale zu
einer starken repulsiven WW. Das Lennard-Jonesjd2otential beschreibt repulsive und
attraktive WW durch Terme der 12. beziehungsweise6d®otenz des AbstandesBeirg
betragt das Potential 0, das Minimarwird bei 2 1/6r erreicht:

r 12 r 6
V = 45{(—()) - (—Oj :l Formel 28
r r

" Fur zwei induzierte Dipole (Dispersionswechselwitg).
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‘.l _____ Abstoliung
........ Anziehung
]‘ — Gesamt

potentielle Energie

Abstand r

Abb. 13 Das Lennard-Jones-(12,6)-Potential beschi#idie potentielle Energie als Funktion des Abstaneks
durch attraktive und repulsive Wechselwirkungen

Dieselben Aussagen gelten prinzipiell auch fur\fiechselwirkung zwischen Nanopartikeln,
wo sie fur deren Dispergierbarkeit beziehungswAigglomeration in Fluiden verantwortlich
sind (vgl. Kap. 1.2.4). Fur die praktische Funktenes AFM resultieren somit zwei Regime,
in denen das Gerat arbeiten kann: In einer Entfermon einigen Nanometern von der Probe
(Nahfeld) dominieren attraktive Krafte die Wechsdhwng, wahrend bei weiterer
Annaherung repulsive Krafte vorherrschen. Darautinden sich die verschiedenen
Abbildungsmodi wie Contact Mode (repulsiv) und dgnamischen Modi des Non-Contact
Mode (attraktiv) sowie Intermittend Contact Modepulsive wie auch attraktive WW sind
vorhanden). Diese werden im Anschluss an die Eréngeder Kraftmessung beschrieben.

2.2.2 Kraftmessung und Kraftspektroskopie

Die Abbildung der Probenoberflache basiert auf denannten Kraften, die zwischen der
Probe und der Sonde wirken und durch die Kontrlebnik in Bilddaten sowie
Steuersignale umgesetzt werden. Darlber hinausekodre Krafte direkt gemessen und
beispielsweise auch hinsichtlich von Bindungs- odethdsionsereignissen ausgewertet
werden. Die hierzu relevanten Grundlagen sollenbasthrieben werden.

Die zwischen der Probe und der AFM-Sonde wirkendgifte fihren zu einer Verbiegung
(engl. Deflection) des Cantilevers aus seiner Rabigipn. Fur kleine vertikale Auslenkungen
Az gilt fur die KraftF das Hook sche Gesetz:

F=klAz Formel 29

Die Federkonstanteeines balkenférmigen Cantilevers wird durch s&maensionen (Lange
|, Breiteb und Hoheh) und Materialeigenschaften (Elastizitatsmodufegeben:

_ 3El _ 3EbK

k—l—s— E Formel 30
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Auf diesen Daten basieren die von Herstellern aglgegen typischen Werte der Cantilever,
die jedoch innerhalb einer Charge schwanken kommendaher fir jeden Cantilever vor der
Messung individuell bestimmt werden (Kap. 2.2.33dDrch wird die wahrend der Abbildung
vertikal auf die Probe ausgetbte Kraft bestimmder,gerade bei empfindlichen Proben wie
biologischen Zellen zu Veranderungen und Beschadign fuhren kann und im Contact
Mode unter 100 pN liegen sollféDie eigentliche Bedeutung liegt allerdings im Belneder
Kraftspektroskopie, bei der das AFM meist zur Bastung von Bindungskraften zwischen
an der Spitze und der Probenoberflache immobiteeMolekilen genutzt wird. Dazu
werden Kraft-Distanz-Kurven aufgezeichnet, wobee @pitze meist haufig wiederholt
Annaherungs- und Entfernungszyklen durchfahrt. Mamnk dabei folgende Ereignisse
unterscheiden:

Lol

O

®\ © ®
I/  ®
O\
13 e~

- - - -
Piezoposition

Kraft

Abb. 14 Typische Bereiche einer Kraft-Distanz-Kurve

In weiter Entfernung von der Probe wirken keine k& wischen der Sonde und der Probe
(A). Verringert sich der Abstand, kommt es zu eimaist attraktiven Wechselwirkung (B),
falls abstol3ende elektrostatische WW dominierdrgush eine netto repulsive WW maglich.
Ab dem Punkt (C) hat die Spitze Kontakt zur Prolbemtbache, so dass bei weiterer
Annaherung repulsive Krafte dominieren (D). Diesends auch wéahrend der
Ruckzugsbewegung bestimmend, die idealerweise Bgrhgn Kurvenverlauf aufweist (E).
Aufgrund attraktiver WW bleibt der Kontakt zwischeer Spitze und der Probe weiterhin
bestehen, auch wenn diese weiter von der Oberfléotfernt wird (F). Der Cantilever tbt
nun eine kontinuierlich ansteigende und von deb@raeg gerichtete Kraft aus, die den
Cantilever in die Ruheposition zurtickschnellen tiadagenn ihr Betrag dem der attraktiven
Kraft F, entspricht (G). Sollen mittels Kraftspektroskodie Bindungskrafte zwischen zwei
Molektlen wie beispielweise Ligand-Rezeptor-WW ustkeht werden, kbnnen diese ulber
Linkermolekile an der Spitze und der Probenobdrédmmobilisiert werden. In diesem Fall
erhalt man einen zweiten Peak der Kraft, der aufhdeizontalen Achse um die Lange des
Linkers versetzt auftritt und dessen Amplitude preshend die Bindungskraft charakterisiert.
An der Luft bildet sich besonders an hydrophilere@Bchen ein diinner Wasserfilm aus, der
sich beim Kontakt zwischen der Spitze und der Prolaeinigt. Aufgrund der
Oberflachenspannung entstehen signifikante Menkskite, die die Messungen stéren, so
dass in der Regel in Flussigkeit (meist Wasser)Vakuum oder unter einer Atmosphére
trockener Gase gearbeitet wird.

Um die Wechselwirkung zwischen zwei Bindungsparinéoeispielweise Proteinen) zu
untersuchen, werden diese aufgereinigt und unt@mieleen Bedingungen an der Spitze und
der Probenoberflache immobilisiert untersucht. Eindere Anwendung erschlief3t sich durch
die Kombination der Kraftspektroskopie mit dem taten Scanning der Probe durch das
AFM. Fahrt man ein Gitter von Messpunkten ab, ¢nmén eine zweidimensionale Karte der
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Affinitat einer Oberflache zu dem Bindungspartner der Spitze. Mit dieser als Force-
Mapping bezeichneten Technik ist es damit auch rolbgleine Probenoberflache nach
unbekannten Bindungspartnern abzusuchen und dérenliche Verteilung zu ermitteln.

Dieses Verfahren hat besondere Relevanz im Hinbligldie Bindung von Nanopartikeln auf
der Oberflache von Zellen, da bislang kaum Inforamegn Uber Mechanismen der Bindung
oder gar beteiligte Molekule und potentielle Reaeg vorliegen.

2.2.3 Kalibration der Kraftmessung

Fur die Kraftmessung mittels AFM spielt die Kenstaler Federkonstante des Cantilevers
eine essentielle Rolle, so dass verschiedene Methad deren Bestimmung entwickelt
wurden. Neben der bereits erwahnten Berechnun@asié der Dimensionéhsind folgende
Alternativen zu nennen: Messen der Resonanzfregbenzusatzlich angebrachter MasSe,
Messen der Deformation des Cantilevers durch eirghf&ief® und die Analyse des
thermischen Rauschverhaltens des CantiléffeBie letzte Technik ist beriihrungsfrei
durchfihrbar und als Standard in kommerziellen @earamplementiert. Daher ist sie in
dieser Arbeit eingesetzt worden und soll nun genbeschrieben werden.

Fur kleine Schwingungsamplitudeix des Cantilevers kann man ihn als einen harmonische
Oszillator auffassen, womit sich die Hamilton-Fuaftergibt:

_p° .1 2
H —2—+§mw§Ax Formel 31
m

Hier sindm die Massep der Impuls undvo die Resonanzfrequenz des Cantilevers.
Aufgrund des Aquipartitionstheorems gilt fur deradratischen Anteil

<% mw§Ax2> = % KeT Formel 32

wobei kg die Boltzmannkonstante unfl die Temperatur sind. Fur die Federkonstante gilt
k = mwo? und damit

k= Formel 33

Zur Bestimmung Fluktuation betrachtet man die gkt Leistungsdichte, die in
Abwesenheit anderer Rauschquellen ein Lorenzpamafiveist, das durch die Amplitud@m,,
die Gutew, die Peakfrequenz. und den Hintergrundparamet€;y charakterisiert wird,
wobei sich die Parameter durch einen Fit der exrpentellen Daten erhalten lassen:

2
QampW

m Formel 34

Durch eine Integration erhalt man die mittlere qasidche Auslenkung €g = <Ax>% mit
der man nach Formel 33 die Federkonstante bestimmit.
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2.2.4 Abbildung und Abbildungsmodi

Zur Abbildung tastet die Spitze des Cantilevers Fliebenoberflache ab, wobei man zwei
grundlegend verschiedene Modi unterscheiden kamnsthtischen Modus — auch Contact
Mode genannt — befindet sich die Spitze konstarkantakt zur Probenoberflache. Deren
Profil wird durch die Auslenkung des Hebelarms €staEin Regelkreis steuert den vertikalen
Abstand derart, dass ein voreingestellter Soll{®etpoint) der Auslenkung erhalten bleibt.
Dieser ist direkt in eine auf die Probe ausgellatikale Kraft umzurechnen (Formel 29).
Durch die seitliche Scanbewegung kommt es auchataralen Kréften und einer Reibung
zwischen der Spitze und der Probe. Aus diesem GsuntlMessungen im Contact Mode vor
allem fur harte Proben geeignet beziehungsweiseordmin eine hinreichende
Immobilisierung der Probe, was die Anwendung beasgden biologischen Materialien
einschranken kann. Als Informationen lassen sichdaun Messung das Hohenprofil sowie die
vertikale und laterale Auslenkung (Deflection) gtrgnnten Kanalen erhalten.

Die zweite Abbildungstechnik wird als dynamischerodds bezeichnet, bei dem der
Cantilever zu einer Schwingung nahe seiner Resdreapenz angeregt wird. Dicht Gber der
Probenoberflache erfahrt er dabei unterschiedligmaftgradienten (Abb. 13), die die
Schwingung hinsichtlich der Amplitude, der Phasel aler Frequenz beeinflussen. Damit
eignen sich diese drei Parameter — einzeln odeKdmbination — zur Regulation der
Feedbacksteuerung. So ist es mdglich, die Spitzéhhengsfrei tUber die Oberflache zu
fuhren, was die Integritéat sowohl der Spitze alshader Probe erhélt. Dieser Non-contact
Mode arbeitet vollstandig im attraktiven Bereichrfoedert jedoch eine kleine
Schwingungsamplitude und besondere Bedingungertwia ein Vakuum, um den haufig an
Luft vorhandenen Wasserfilm auf den Oberflachereatfernen: Nach einem Kontakt mit
diesem Film wirde sich die Spitze aufgrund derkstarKapillarkrafte kaum mehr von der
Probe l6sen. Um diese und andere attraktive Kréaftierwinden zu konnen, wird bei
Messungen an Luft oder in einer Flissigkeit meise grol3ere Schwingungsamplitude des
Cantilevers verwendet (ca. 10 — 100 nm). In diessm Tapping Mode bezeichneten
Verfahren kommt es zu einer zeitweisen Berihrungaven der Spitze und der Probe, die
Oszillation durchlauft also attraktive und repuésiBereiche. Das wird besonders anhand des
Phasensignals deutlich, das fur einen frei schwidge Cantilever 90° betragt, im attraktiven
Regime auf Werte > 90° ansteigt und bei weiterendkerung schlagartig in den repulsiven
Bereich < 90° wechselt (Abb. 15).

' Einige AFM-Hersteller definieren in ihren Datenfuat tiblicherweise 90° als 0°
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Phase I°
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Repulsiver Bereich

90

Attraktiver Bereich
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z-Position
Abb. 15: Die Phasendifferenz des schwingenden Caletvers in Abhangigkeit von der Distanz zu der
Oberflache durchlauft den attraktiven und repulsiven Bereich (fettgedruckt). Durch die Wechselwirkung

mit der Probe im repulsiven Bereich kann ein Teil &r Schwingungsenergie dissipieren (graue Kurve),
was ebenfalls eine Phasendifferenz zur Folge hatféHe).

Zur Regulation wird in hier die Amplitude der Osaiion herangezogen (Amplitude
Modulation, AM), die durch die Annéherung der Spitm die Probe sinkt. Da die Spitze die
Oberflache nur kurzzeitig berihrt, kommen latergifte kaum zum Tragen, was fir
empfindliche Proben von Vortelil ist. Eine direktedimmung der auf die Probe ausgelbten
Kraft ist hier im Gegensatz zum Contact Mode nigime Weiteres mdglich, da sie von den
drei genannten Parametern der Schwingung bestimimd, wdie im Tapping Mode
voneinander abhangig und in der Regel nicht alkabet sind’> Jedoch lassen sich anhand
der Phasenverschiebupgzwischen der Anregung und der Oszillation des i&etrs einige
Informationen (iber die Wechselwirkung zwischen$fgitze und der Probe erhaltén:

sin(¢) =iﬁ+% Formel 35

w A, TRAR

wobei ® und oo die Anregungs- und ResonanzfrequeAzajnd A, die gedampfte und freie
Amplitude, Q den Gutefaktor sowi& die Federkonstante darstellen. Nimmt man denrerste
Term als konstant an (was fur Oberflachen geringauhigkeit gelten kann), weist die
unterschiedliche Dissipation der Energigs;s des Cantilevers auf Heterogenitaten
beispielweise der viskoelastischen EigenschaftarrdProbe hiff® Das ist in dieser Arbeit
relevant fur die Identifikation intrazelluléarer Bkturen oder gegebenenfalls von Partikeln auf
der Oberflache von Zellen (Kap. 4.2.3). Durch ergspende Wahl der Parameter
(Anregungsfrequenz > Resonanzfrequenz, kleine Aog®) kann der Cantilever auch
vollstandig im attraktiven Bereich gehalten werdevgs an einem Phasensignal > 90°
erkennbar ist. Beschadigungen der Probe kdnneregerwerringert werden, allerdings wird
aufgrund des gréReren Abstands zur Probenoberfidieh&uflésung des Tapping Mode nicht
immer erreicht.
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3 Material und Methoden

3.1 Bindung von GTP an Ms-Racl

3.1.1 FCS-Aufbau

Im Rahmen dieser Arbeit wurde fur FCS-MessungenGiasoCor 2 der Firma Zeiss (Jena,
Deutschland) eingesetzt. Es basiert auf dem inmetsafokalen Mikroskop Axiovert 200M,
einem Lasermodul der Firma LASOS (Jena, Deutschlalad Gber drei Laser verfugt, einem
Detektor mit zwei APDs sowie einer Steuerungseini&s motorisierte Mikroskop wie auch
die tbrigen Komponenten sind lber eine Regel- umalysesoftware kontrollierbar.

In dem Lasermodul stehen drei Laser mit insgesami{eienlangen bereit: 458, 488 und
514 nm (Argon-lonen-Laser) sowie 543 und 633 nmeffe Helium-Neon-Laser), was die
Nutzung der meisten gangigen Fluoreszenzfarbswfteibt. Zur Auswahl der Wellenlange
und Regulation der Intensitat dient ein AOTF. DaanBmissionsverhalten dieses anisotropen
Kristalls lasst sich durch Applikation von Schalllee modulieren und ist vergleichbar mit
einem Bandpassfilter. Fur die in dieser Arbeit besbenen Untersuchungen wurde die
488 nm Emission des Argon-lonen-Lasers genutzthbdeR5 % der nominalen Leistung von
25 mW betrieben wurde. Zur genaueren Regelung éestung dient ein AOTF. An der
Ruckseite des Objektivs betragt sie etwa 1,7 m\W) @D Transmission), fur die jeweiligen
Untersuchungen wurde die Transmission des AOTF 2% entsprechend 0,034 mW
reduziert.

Die Strahlung wird Uber ein Multimode-Glasfaserdab@m Mikroskop gefuhrt, dort durch
einen Kollimator zu einem parallelen Strahlenbluraléhgeweitet und Uber einen Strahlteiler
ins Objektiv (40x C-Apochromat, NA = 1,2) geleiteDas von demselben Objektiv
gesammelte langerwellige Fluoreszenzlicht pasdiegen Strahlteiler auf dem Rickweg und
wird durch eine Optik auf ein Pinhole fokussiertpbgi Streulicht zuvor durch Filter
abgefangen wird. Hinter dem Pinhole wird das Lisi¢der in eine Glasfaser eingekoppelt
und zu einem Detektor geleitet. Hierbei werdenl&ing- und kurzwelliges Fluoreszenzlicht
jeweils verschiedene Kanale verwendet, die UbeereiBpiegel anzusteuern sind. Zudem
besteht die Mdaglichkeit einer Abbildung durch e@D-Kamera.

Es wird ein 40x C-Apochromat Wasserimmersionsobjektit einer numerischen Apertur
von 1,2 eingesetzt. Das effektive Volumen liegt damter 1 fl. Der Arbeitsabstand betragt
220 um und erlaubt Messungen in hinreichendem Abstamdder Probentrageroberflache.
Die Optik kann auf Glasdurchmesser von 140 — 180 korrigiert werden, was die
Anwendung von Deckglasern wie auch Mikrotiterplatemaoglicht.

Die Detektoren sind in einem getrennten Gehausergebracht, um eine Erwédrmung der
optischen Bauteile zu vermeiden. Es werden zwei APEPCM-AQR-13-FC, PerkinElmer,
Waltham, USA) mit einem niedrigen Hintergrundrawestivon < 250 Hz und einer Totzeit
zwischen zwei Pulsen von 50 ns verwandt. Sie weisge wellenlangenabhangige
Detektionseffizienz von 45 — 65 % auf. Die detekéie Photonenereignisse werden Uber eine
SCSI-Verbindung zu einem Computer Ubermittelt uratt dn Echtzeit bezlglich der
Auto- bzw. Kreuzkorrelation analysiert
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Gerateeinstellung

Eine Bestimmung der DickB des Probentragers erfolgt, indem die von der CChw¢a
aufgenommenen Reflexionspunkte des Laserstrahlslean Glasoberflachen wahrend der
Annaherung des Objektivs vermessen werden. Aufgdendnotorgetriebenen Bewegung des
Objektivs in axialer Richtung ist eine sehr prazi¥esitionsbestimmung moglich. Die so
ermittelte scheinbare Dicleéwird wegen der Unterschiede der Brechungsindicgen Glas
und Immersionsmittel (hier: Wasser) korrigiert:

n
D=—SCb 4 Formel 36
n\Nasser

Mit nclas= 1,52 undnwasse= 1,33 ergibt sich fur die eingesetzten 18 x 18 Bwxkglaser der
Firma Menzel (Braunschweig, Deutschland) d = (12431) um und damit D = 142,8n.
Der berechnete Wert wird am Korrekturring des Otoyskeingestellt und durch Messung der
molekularen Helligkeit eines geeigneten Farbstddstrolliert. Eine weitere Anpassung
aufgrund von Abweichungen des Brechungsindex debdwon dem reinen Wassers wurde
anhand dieses Parameters durchgefihrt.

Die Positionierung des Pinholes erfolgt automatisied ist auf eine maximale Zahlrate des
Detektors ausgerichtet. Dazu werden @0einer 100 nM Rh6G-LAésung in 28 auf ein
Deckglas gegeben und das Objektiv 20@ Uber die Glasoberflache in den Tropfen
fokussiert. Der Durchmesser des Pinholes wird férAhregungswellenlangen 488 nm auf
70 um eingestellt, so dass nur das Hauptmaximum degBegsscheibe abgebildet wird. Die
Messungen von GTP-Atto bei einer Anregungswellgggdvon 488 nm wurden unter
Verwendung des Strahlteilers HFT 488 und des Eomssiters LP 505 durch gefuhrt.

Zur Kalibrierung des Messvolumens nach Formel 1 Bodmel 2 wird die Diffusionszeit
eines Farbstoffs mit  bekanntem Diffusionskoeffitean  (Rhodamin 6G:

D = 4.14 x 10 cnfs™)®* gelost in dem jeweiligen Messpuffer bestimmt. parallel fiir jede
Wellenlange ermittelte Strukturparame$wird in der Analyse der folgenden Messungen als
Konstante behandelt.

3.1.2 Messungen der GTP-Bindung an Ms-Racl

Die Untersuchungen der Bindung von GTP-Atto (Jemasd&ence, Jena, Deutschland) und
Ms-Racl werden auf einem Deckglas durchgefiihrt. uDazrden beide Losungen im
jeweiligen Messpuffer auf dem Deckglas zusammengmgeso dass das Gesamtvolumen
10 pl betragt. Um Konzentrationsdnderungen durchldMestung zu unterbinden, wird der
Tropfen in einer Messzelle platziert, die aus eif@ammiring (Innendurchmesser 5 mm) und
einem aufgelegten Deckglas aufgebaut ist. Alle Megen werden bei Raumtemperatur
(22 - 25 °C) durchgefiihrt, indem die ACF Uber jdevél0 Sekunden bestimmt wird. Nach
Blocken von 10 Einzelmessundearfolgt eine Pause von 40 Sekunden, die gesamte
Messdauer betragt bis zu einer Stunde.

I Diese kénnen auch zu einer entsprechend langeessiMg zusammengefasst analysiert werden, wasodiinnv
sein kann wenn z.B. die molekulare Helligkeit deshistoffs geringer ausfallt, als bei dem hier vereten
Atto488.
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Die Konzentration des GTP-Atto wird aus den FCSebdiestimmt und betragt 6 — 18 nM.
Die Proteinkonzentration wurde durch die Bradfordtbde mit BSA als Standard gemessen
und in den Messvolumen im mikromolaren Bereich estgllt. Wenn nicht anders vermerkt,
wird ein Hepes-Puffer verwendet (25 mM Hepes, @), der 1 mM DTT, 300 mM NaCl und
5 mM MgCl enthalt. Das Protein Ms-Racl wurde von Frau MarBnecht aus der Gruppe
von Prof. Kasten Niehaus (Fakultat fur Biologie,ildmsitat Bielefeld) bereitgestellt. Die
Synthese erfolgt rekombinant in E. coli. Nach deefiatifschluss durch Ultraschall wird zur
Aufreinigung eine Affinitatschromatographie eingese Zu diesem Zweck wurde dem
Protein gentechnisch eine kurze AminosauresequdnxG-Tag) angeflgt, die von einem an
der Chromatographiesaule immobilisierten Antikorgebunden wird’

Fur die Auswertung wird ein Zwei- bzw. Dreikompoterfit verwendet, der durch die
mitgelieferte Software (V3.0 SP3) angepasst wirie Bo gewonnen Daten werden mit
Origin 7.0 (OriginLab Corporation, Northampton, USAufgearbeitet und hinsichtlich
thermodynamischer und kinetischer Aspekte anallysier

3.1.3 Chromatographische Analyse und Reinigung von GTP-Atto

Um die Prasenz von freiem Farbstoff zu testen gsondthere des mit Atto488 gelabelten GTP
(Jena Bioscience, Jena, Deutschland) zu trefikemmt eine Diinnschichtchromatographie
zum Einsatz. Hierzu wird ein lonenaustauschermadteauf Kieselgelbasis auf einer
Aluminiumoberflache verwendet, Alugram Sil G/ (Macherey-Nagel, Dduren,
Deutschland). Als mobile Phase dient eine Mischaug 1-Propanol, Aceton, Eisessig, NH
25 %, BO im Volumenverhéltnis 38:24:14:14:10. Die Detehtater Fraktionen erfolgt unter
Ausnutzung der Fluoreszenz des Atto488, welche hdusine Halogenlampe mit
vorgeschaltetem GFP-Filter (AuflichtfluoreszenzeimOlympus 1X81) angeregt wird. Als
Emissionsfilter dient eine grine Laserschutzbrifle,dass die einzelnen Fraktionen auf der
getrockneten DC-Folie mit einem Bleistift markiesterden koénnen. Das entsprechende
Kieselgel wird abgekratzt und in Puffer suspendiBidch dem Abzentrifugieren des Gels
erhalt man im Uberstand die getrennten Fraktiondi® mittels FCS anhand der
unterschiedlichen Fluoreszenz- und Diffusionseigkaften charakterisiert werden.

¥ Der Farbstoff Atto488 ist tiber einen Ethylendiashinker an das GTP gebunden, wobei entweder die@
die 3"-Position der Ribose als Anknipfungspunktendn. Das Produkt GTP-Atto wird vom Hersteller als
Gemisch beider Isomere vertrieben.
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3.2 Wechselwirkung zwischen Nanopartikeln und Zelle n

3.2.1 Kultivierung der Zellen

In dieser Arbeit wurden folgende Zelllinien unteskti

Name Zelltyp Herkunft Beschreibung ATCC Referenz
A549 Lungenepithel, | Homo human lung carcinompCCL- | ®>%°
Karzinom sapiens established from anl85

explanted lung tumor
which  was removed
from a 58-year-old
Caucasian man in 197

RLE-6TN | Alveolarepithel | Rattus Rat alveolar epitheligl CRL- |°’
norvegicus | cells obtained by this2300
method were
transformed with the
SV40-T antigen gene
and two immortalized
cell lines (RLE-6T

and RLE-6TN) were

obtained
NIH-3T3 | Fibroblasten Mus Embryonal CRL- | ®®
musculus 1658
CaCo-2 Enddarmepithgl Homo HTB-
sapiens 37

Adenokarzinom

Tabelle 1: Herkunft und Eigenschaften der untersucte Zelltypen

Bei allen Zelllinien handelt es sich um adhéarenthende Zellen, deren Kultivierung auf der
Bodenflache (25cm?) von Zellkulturflaschen (Grejrfaickenhausen, Deutschland) bei 37 °C
in einer mit 5 % CQ@ angereicherten Atmosphéare erfolgt (Revco TechnedpgAsheville,
NC). Der Gasaustausch geschieht Uber eine MembrdariSchraubkappe der Flaschen. Als
Kulturmedien (Lonza, Basel, Schweiz) werden DMEM54A, NIH-3T3), RPMI 1640
(RLE-6TN) und EMEM (CaCo-2) eingesetzt, die zusélkrlfetales Kalberserum (Art.-Nr.
15-151, PAA, Pasching, Osterreich) enthalten (DMBWMI jeweils 10 %, EMEM 20 %).
Die Zellen wachsen innerhalb von etwa 3 — 4 Tagenemer ca. 90 % konfluenten
(geschlossenen) Schicht und werden in diesem Stadgiassagiert, d.h. in geringerer
Zelldichte (1:10) wieder ausgesat. Hierzu werdemsit PBS (Fluka, Minchen, Deutschland)
gewaschen und durch eine ca. zehnminttige Behagdhih Trypsin und EDTA (Lonza,
Basel, Schweiz) von der Unterlage abgeldst. Einl @es Volumens wird in eine neue
Kulturflasche Uberfiihrt. Die Zugabe von Medium ebaeine erneute Anheftung an die
GefalRoberflache durch zweiwertige Kationen undtaole Wirkung von Trypsin durch den
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in FCS enthaltenen Trypsininhibitor. Hierdurch kénrAdhasionsproteine die Zelle auf der
Oberflache verankern und ein weiterer Abbau von remproteinen wird unterbunden. Alle
eingesetzten Losungen werden in einem Wasserba@lrai@ temperiert, die Trypsinisierung
findet bei 37 °C in einem Brutschrank statt. NaGhPassagen werden die Zellen verworfen
und durch bei -70 °C gelagerte Kulturen ersetzesBiProben wurden durch die Gruppe
Dr. Schnekenburgers an der Universitat Munsterityestellt.

Fur die Untersuchungen der Zellen mittels AFM werdese nicht in Kulturflaschen sonder
in Petrischalen angezogen, die eine gute Zugandsthikgit fur das AFM erlauben. Fir

Messungen an chemisch fixierten Zellen sowie lebarikllen bei Raumtemperatur werden
Kulturschalen (@ 60 mm) aus Polystyrol (NUNC, Lamgglbold, Deutschland) verwandt.
Diese verfiigen durch eine Oberflachenbehandlung &b negative Oberflachenladung,
wodurch die Anheftung der Zellen geférdert wird.

Untersuchungen lebender Zellen bei 37 °C werdenWillco-dish™ Kulturschalen
(@ 40 mm) mit einem dunnen Glasboden (Willco Welldmsterdam, Niederlande)
durchgefuhrt, die auf die Temperiereinheit des AgDish-Heater”) abgestimmt sind.

Sollen getrocknete Zellen durch AFM oder SEM unteins werden oder eine Inkubation mit
Nanopartikeln in einem PDMS-Kanal durchgefiihrt veerdfindet die Kultivierung auf
Glasplattchen einer Kantenlange von 8mm und 0,6 &ténke statt, die in Kulturschalen
eingelegt inkubiert werden. Die Glaser werden zudorch eine jeweils funfmindtige
Ultraschallbehandlung (Transsonic Digital S, EInsangen, Deutschland) in Aceton und
Ethanol gereinigt, wobei so gleichzeitig eine $igarung der Glaser erreicht wird.

Sind Zellen fiir die fluoreszenzmikroskopische Usiiehungen vorzubereiten, werden sie auf
mit Kammern versehenen Objekttragern kultiviert fJeek™, Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA). Deren Glasboden hat eine auf MikrggMgektive abgestimmte Starke von
170 um.

Die Zellen sind je nach Zelldichte 1 — 2 Tage ndehAussat bereit zur Untersuchung.

Sollen die Zellen mit einer Dispersion von Nanojath inkubiert werden, welche mit
Antibiotika versetzt ist, erfolgt auch die Kultivieng der Zellen in einem Medium, das je
100 mg/I Streptomycin und Ampicillin (Sigma AldricMinchen, Deutschland) enthalt.

3.2.2 Préaparation der Proben

Herstellen der Partikel-Dispersionen

Nanopartikel werden fir diese Studie durch Ruhrespetgiert, fur methodologische
Vergleiche kommt auch eine Ultraschallbehandlungr d&obe zum Einsatz. Die

Massenkonzentration der eingesetzten Dispersioretradi 0,01 — 1 mg/ml, wobei als
Dispergierungsmittel deionisiertes Wasser, Pufseniijjen oder Kulturmedien mit oder ohne
FCS-Zusatz dienen. Um Bakterienwachstum wéhrenddigraration zu unterbinden, werden
dem Kulturmedium Antibiotika beigesetzt (StreptomycAmpicillin je 100 mg/l). Fur

Probevolumina bis 6 ml werden die zu dispergierand&anopartikel in einem 10 ml

Schnappdeckelglas eingewogen, mit dem entsprechddidgpergierungsmittel Gberschichtet
und auf einem Magnetrihrer bei 900 U/min gerihiit. grol3ere Volumina von bis zu 50 ml
kommt stattdessen ein abgedecktes 100 ml Becherglas Einsatz. Zur Inkubation auf
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Zellen wird die Probe fur 1d gerthrt, fur die Aredyder Partikelagglomeration auch fur
abweichende Zeiten.

Eine Ultraschallbehandlung der Dispersion wird dgpegpenfalls nach ca. einminitigem
Ruhren fir eine Dauer von 10 s bis 5 min bei 10@én Leistung (Transsonic Digital S,
Elma, Singen, Deutschland) durchgefiuhrt.

Dispersionen von Fluospheres (Invitrogen, Darmstadutschland) werden durch Verdinnen
der 2%igen Stammldsung in einer Konzentration Woh— 1 mg/ml durch Ruhren in
FCS-haltigem Kulturmedium hergestellt. Aufgrund d@berflacheneigenschaften dieser
Partikel ist eine Agglomeration praktisch nichttobachten, weshalb die Dispersionen nach
einstindigem Ruhren eingesetzt werden.

Bezeichnung | Durchmesse| Zeta-Potentia| Hersteller Bemerkungen
dso/ Nm bei pH 7/ mV

TiO» ItN Nanovation | Stabilisator: Polyoxasaure

TiO, (1.2) 27 -26 Evonik

Ce( (3.1) 14 44 Evonik BET 63 m?/g

Ce (3.2) 20 36 Evonik BET 44 m?/g

Ce( (3.3) 23 37 Evonik BET 38 m?/g

Ce( (3.4) 14 23 Evonik BET 63 m?/g

Bohmit 11 (5.2) | 70 Bayer

Hydroxylapatit Sustech Prismatische Nadeln,
Charge 379

Tabelle 2: Untersuchte Nanopartikel, Herstellerangben aus NanoCare-Abschlussbericht

Inkubation von Zellen mit Partikeln durch Sedimentian

Die Nanopartikel oder Fluospheres werden als Dssper in Kontakt zu den zu
untersuchenden Zellen gebracht und gelangen duedim@&ntation und auch Diffusion auf
die am Boden der Kulturgefal3e befindlichen Zell@uvor werden die Zellen in der
Kulturschale mit PBS gewaschen, um Reste des Medsowie schwach gebundene Zellen
zu entfernen. AnschlieBend werden die Zellen fins5120 min mit der Partikeldispersion
inkubiert (wenn nicht anders angegeben 3 ml praufsithale). Durch erneutes Waschen mit
PBS entfernt man ungebundene Partikel. Dazu windl PBS in die Kulturschale gegeben
und mit einer Eppendorfpipette 5x langsam Uber Beden der schrdg gehaltenen Schale
laufen lassen. Die Losung wird verworfen und dergamg 2x wiederholt. Darauf fixiert man
die Zellen. Alle Lésungen werden zuvor auf 37 °@rgeht, die Inkubation findet bei dieser
Temperatur im Brutschrank statt.
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Inkubation von Zellen mit Partikeln im Vorbeifliel3

Bei dieser Methode wird die Partikeldispersion parazur Oberflache an den Zellen
vorbeigefuhrt. Die Flie3richtung ist vertikal naoben ausgerichtet, so dass Partikel nicht
durch Sedimentation auf die Zelloberflache gelandg@mnen. Dieses wird durch die
Verwendung eines Kanals ermdglicht, der die mitefebewachsenen Glaser (vgl. 3.2.1)
aufnimmt. Dazu werden die Glaser in PBS bei 37 &@aschen und mit Pinzetten in die
Vertiefungen eines Kanals aus PolydimethylsiloxaRDNIS) eingesetzt. Das die
Partikeldispersion (50 ml) enthaltende Becherglamgb man unter Rihren in einem
Wasserbad auf 37 °C. Die Dispersion wird Uber eiBehlauch durch den Kanal geleitet,
wobei mittels einer Schlauchklemme die Flie3gesnbigkeit regelbar ist, die hier auf etwa
3 ml/min eingestellt wird. Nachdem die Partikeldispon durchgeflossen ist (ca. 15 min)
werden die Zellen in gleicher Weise im Kanal mit 0 PBS bei 37 °C gewaschen und
darauf in einer Petrischale fixiert.

Herstellung des PDMS-Kanals

Der Kanal wird aus 2 PDMS-Teilen zusammengesetet,ibereinander gelegt und durch
Klemmen fixiert werden. Der untere PDMS-Block vetfiiiber eine Reihe von
4 Vertiefungen im Abstand von je 5 mm, die die &fagon 8 mm Kantenlange aufnehmen.
Der obere Teil bildet den eigentlichen Kanal, dercti eine langgestreckte Aussparung von
62 mm Lange, 12 mm Breite und 1mm Tiefe charakeetisst. An beiden kurzen Seiten sind
Bohrungen von 2 mm Durchmesser angebracht, dieaGchmé fir Zu- und Abfluss
aufnehmen. Die Dimensionen der PDMS-Blocke sind geard0 mm, Breite 45 mm,
Starke 4 bzw. 5 mm fur den unteren bzw. oberen.Paie werden durch Abformen
entsprechender Glasteile in Petrischalen hergesielbei die beiden Bestandteile des PDMS
(Sylgard 184, Spoerle Electronic, Dreieich, Deutaetl) ein Mischungsverhéltnis von 10:1
zwischen dem Oligomer und dem Linker aufweisen.l&sen sich die fur die Zellkultur
eingesetzten 8x8 mm Glasplatten ohne weitere Hagen und bindig abschlielend mit der
Ubrigen Oberflache durch sanften Druck auf die Kantler Glaser im Kanal verankern.
Aufgrund der Starke von 0,6 mm verflugen die Glékar eine hierzu ausreichende Stabilitat

Fixierung der Zellen

Die Fixierung der Zellen wird durch Vernetzen vdleim der Aminogruppen in Proteinen
mittels Glutaraldehyd (auch Glutardialdehyd, GDA)duFormaldehyd durchgefuhrt. Die
Reaktion findet in Petrischalen durch Zugabe déspmachenden Losungen statt.

Untersuchung der Zellen Glutaraldehyd Formaldehyd audd /min
In Flussigkeit 0,5 % - 15-60
Dehydriert 4 % 4% 45 - 60

4 % - 45 — 60

Tabelle 3: Fixierung der Zellen fir AFM- und SEM-Untersuchungen
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Anschlie3end werden die Proben 2x fir je 10 minumier gelegentlichem Schwenken der
Schale PBS gewaschen. Eine Lagerung der Zelletgeifo PBS oder KRP bei 4 °C. Ein
Zusatz von 0,1 % Natriumazid verhindert das Wachstwon Mikroorganismen. Die
Verdunstung des Puffers wird durch Umwickeln ddneen mit Parafilm unterbunden.

Glutaraldehyd kann direkt durch Verdinnen der 2&%i@riginallosung (Sigma Aldrich,
Munchen, Deutschland) mit PBS auf die gewlnschtezkotration eingestellt werden,
Formaldehyd wird durch Depolymerisation aus Pam&ddehyd (Sigma Aldrich, Minchen,
Deutschland) gewonnen. Diese geschieht durch LdssnFeststoffes bei ca. 55 — 60 °C in
Wasser, das durch Zugabe von Natriumhydroxid |leatkalisch ist. Die klare Stammldsung
wird durch Verdinnen in PBS auf die gewlinschte kotration gebracht.

Die Methanolfixierung kommt gemall dem Hersteller ivé SYTO RNASelect gefarbten

Zellen zum Einsatz. Die mit warmem PBS gewaschePeben werden mit auf -20 °C
gekuhltem Methanol bedeckt und 10 min bei -20 °Claggt. Darauf erfolgen

2 Waschschritte mit PBS. Diese Fixierung kann vderonach der Farbung durchgefuhrt
werden.

Osmiumtetroxid lagert sich an Kohlenstoffdoppellingen besonders der Membranlipide an
und kann benachbarte Molekile vernetzen. Das fitrteiner Fixierung der Membran,
welche hinsichtlich der Trocknung in organischemswdgsmitteln stabilisierend wirkt. Hierzu
werden zwei Methoden angewandt:

Die mit Zellen bewachsenen Glasplattchen werdeeiindicht verschlieBbares Glasgefald
gelegt, in dem sich festes Osmiumtetroxid befin@eéses sublimiert bei Raumtemperatur
und gelangt in den die Zellen bedeckenden TropB8.MNach 15 — 60 min werden die
Glaser 2x 20 min in einer Petrischale mit Wasssp(jk.

Alternativ werden die Glaser mit einer Losung véa Osmiumtetroxid in PBS bedeckt und
in einer mit Wasserdampf gesattigten Atmosphére 88 min bei Raumtemperatur inkubiert.
Es folgt der beschriebene Waschschritt in Wasser.

Alle Arbeiten mit Osmiumtetroxid finden aufgrundrdaiftigkeit seiner Dampfe unter einem
Abzug statt.

Trocknung der Zellen

Zur Trocknung der Zellen wird das Wasser gegen eirganisches Losungsmittel
ausgetauscht, das eine kleinere Oberflachenspanaufgeist und damit wahrend der
Trocknung an Luft geringere Krafte auf die Probeidu. Zuerst werden die Zellen einer
kontinuierlich steigenden Ethanolkonzentration aseizt. Dazu positioniert man die Glaser
mit Wasser bedeckt in einer Petrischale in einenweese mit Ethanol geflllten
geschlossenen Gefal (Becherglas Volumen 5L). UbeBZTage findet ein Austausch von
Wasser gegen Ethanol statt, durch Entfernen eiags des Wasser-Ethanol-Gemisches nach
dem ersten Tag wird dieser Prozess beschleunigchdiaBend wird der Ethanol durch
Isopropanol ersetzt, indem die Glaser fur jeweil8 Bin in eine 1:1 Mischung
Ethanol / Isopropanol und je 2x in Isopropanol ipieut werden.

Eine Trocknung aus Isopropanol ist moglich, 2 weitedsungsmittel sind ebenfalls getestet
worden: In der fir Isopropanol beschriebenen Weisad dieses durch Aceton oder
Hexamethyldisilazan (HMDS) ersetzt.

Die Glaser werden in einer Kunststoff-Petrischaleran einem Becherglas (da Aceton den
Kunststoff angreift) bei leicht ge6ffnetem Decketmnere Stunden bei RT im Abzug gelagert,
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wobei das Lésungsmittel langsam verdampft. Die &l&gerden in Petrischalen platziert, die
in einem Exsikkator evakuiert, mit Argon befillt dumit Parafilm verschlossen werden,
wodurch die Zellen vor Luftfeuchtigkeit geschitirtcs

Beschichtung der Zellen mit einer Goldschicht

Fur elektronenmikroskopische Untersuchungen wirfl dia Proben durch Sputtern eine

leitfahige Metallbeschichtung aufgebracht. Jeweil®i der mit Zellen bewachsenen Glaser
(8x8 mm) werden auf einem Probentrager aus Kupffedhigt. Das geschieht durch

Applikation von Leitsilberpaste an jeweils zwei Riosen am Rand der Glaser. Auf diese
Weise erreicht man auch eine gute Kontaktierungawen der Goldschicht auf dem Glas und
dem Probentrager. Der praparierte Probentrager dimdh Sputtern (MCS 010, Bal-Tec,

Lichtenstein) mit einer Goldschicht von ca. 10 niokig versehen. Hierzu evakuiert man die
Kammer bis auf 2 x I® mbar und befiillt sie darauf mit Argon bis zu einBmuck von

4 x 10° mbar, bei dem der Sputterprozess durchgefiihrt wird

Farben der Zellen fir Fluoreszenzmikroskopie

Zur Lokalisierung der an RNA reichen Nucleoli migt@PLSM wird die RNA der Zellen mit
dem Farbstoff SYTO RNASelect (Invitrogen, DarmstaBeutschland) gefarbt. Die in
LabTek-Kammern kultivierten Zellen werden dazu mBS gewaschen, mit einer frisch
zubereiteten 500 nM Farbstofflosung in PBS bedeokt 20 min bei 37 °C im Brutschrank
inkubiert. Darauf entfernt man die Losung waschtnndie Zellen 3x mit PBS. Eine
Methanol-Fixierung wird vor oder nach dieser Fadpuurchgefuhrt. Bei der Farbung
lebender Zellen sind alle Losungen auf 37 °C anzmeé.

Die in LabTek-Kammern kultivierten Zellen werdentn#BS gewaschen und mit einer
eisgekiuhlten Losung von 5 ug/ml FM4-64FX in PBS fiimin bei 0 °C inkubiert. Durch
Platzieren der LabTek-Kammer auf einem gekihltentaM#ock wird ein guter
Warmeaustausch gewahrleistet, wodurch eine Absahgiendocytotischer Vesikel von der
Cytoplasmamembran unterbunden wird und der Faffatlefn in dieser Membran verbleibt.
Da eine Variante des Farbstoffes verwendet wirel,idier eine Aminogruppe verfugt, fixiert
eine anschlieende 10minitige Behandlung mit 4 Ralgeem Formaldehyd den Farbstoff in
der Membran, was eine Untersuchung bei Raumtempezdaubt. Darauf wird 3x mit PBS
gewaschen.
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3.2.3 AFM-Untersuchungen

Die

in dieser Arbeit dargestellten Untersuchungemrden an drei

AFM-Geréaten

durchgefuhrt, wobei fir den Hauptteil der Messundas MFP-3D genutzt wurde:

Untersuchung MFP-3D BioScope Multimode
Abbildung Nanopartikel in Trockenheit X X X
Abbildung Zellen in Flussigkeit X X

Abbildung Zellen in Trockenheit X X X
Kraftspektroskopie (FS) X

Tabelle 4: Verwendete AFM-Gerate und Einsatzzweck

Folgende AFM-Cantilever sind zum Einsatz gekommen:

Cantilever Hersteller k [N/m]" | fu [kHz] | Einsatzbereich
Trockenheit | Flissigkeit

BSTap 300 Al BudgetSensors 40 300 AC

PointProbe Nanoworld 42 330 AC

NCH

NP-A Veeco 0,58 57 AC/DC

NP-B 0,12 20 DC

NP-D 0,06 18 DC und FS

Biolever 1 Olympus 0,03 37 AC/DC

Biolever 2 0,006 13 DC

Tabelle 5: Verwendete Cantilever und Einsatzzweck.

Aufbau der Geréate

Wahrend die generelle Funktionsweise eines AFM itsetgeschrieben wurde, liegt das
Augenmerk nun auf der Realisierung durch die H#estesowie den daraus folgenden
Konsequenzen hinsichtlich der Handhabung und Eigndiar die unterschiedlichen
Anwendungsbereiche. Alle Gerate verfligen Uber ei@mputer zur Steuerung der
Messparameter und Auswertung der Daten sowie (iben entsprechenden Controller, der
der Signalverarbeitung dient. Ein besonderer Sghwet sei auf das MFP-3D-Bio gelegt,
das im Rahmen dieser Arbeit angeschafft und firndesten Untersuchungen eingesetzt

wurde.

' Nominalwert des Herstellers. Bei kraftspektroskohen Messungen fiir alle Cantilever, bei Abbildumge
Flussigkeit stichprobenartig bestimmt.
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Multimode

Das Nanoscope llla Multimode (Veeco, Santa Barb#&mjfornien, USA) verfugt tber
verschiedene Tubescanner, die im open-loop-Modtreeben werden. In dieser Arbeit wird
ein J-Scanner mit einem Scanbereich von bis zuprhSund einem maximalen Z-Hub von
6,7 um verwendet. Das die Probe tragende Glas Gliermer-Plattchen wird auf eine
Nickelscheibe geklebt und magnetisch auf dem Scagebalten, der es unter der fest
positionierten Spitze dreidimensional bewegt. Dumiesen Aufbau wird der laterale
Durchmesser der Probentrager auf etwa 15 mm bdgiear Z-Hub ist ausreichend fir die
Untersuchung der hier beschriebenen tierischereZetlie eine Hohe von bis zu 3 -5 pum
erreichen konnen. Eine Anpassung der Z-Positiorh ratomatischer Annéherung kann
jedoch erforderlich sein. Die Positionierung derMiBpitze in Relation zur Probe erfolgt
unter Kontrolle durch eine Gber dem Aufbau beficltli Kamera. Die Messungen werden im
Tapping-Mode an Luft durchgefinhrt.

BioScope

Das BioScope (Veeco, Santa Barbara, KalifornienAUiSt auf einem inversen Mikroskop
Axiovert 100 (Zeiss, Jena, Deutschland) aufgebBatarbeitet mit einem Tubescanner im
open-loop-Modus, der die AFM-Spitze dreidimensiotidler die Probe fihrt und einen
Scanbereich von 90 um sowie einen Z-Hub von 6 pfwaist. Die Probe befindet sich auf
dem Objekttisch des optischen Mikroskops wodurch transparenten Proben eine
Positionierung des AFM unter lichtmikroskopischesrirolle mdglich ist. Die Beleuchtung
hierzu erfolgt mittels einer seitlich angebrachtemmpe, deren Licht tber einen Spiegel am
AFM-Kopf von oben auf die Probe gelenkt wird. Ogpltis Kontrastverfahren
(z.B. Phasenkontrast) sind in diesem Aufbau niobalisiert. In Trockenheit werden
Abbildungen im Tapping-Mode angefertigt, fur Mesgen in Flussigkeit werden Tapping-
und Contact-Mode eingesetzt.

MFP-3D

Fur die Mehrzahl der Untersuchungen, die in digsdreit durchgefiihrt wurden kam das
MFP-3D (Asylum Research, Santa Barbara, Kalifornid8A) zu Einsatz. Dieses AFM ist
kombiniert mit dem inversen optischen Mikroskop IX7Olympus, Tokyo, Japan) und
erlaubt in dieser Form eine raumliche und zeitlich&orrelation von
rasterkraftmikroskopischen und lichtmikroskopiscH2aten. Hierbei sind Fluoreszenz und
Phasenkontrast nutzbar.
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Abb. 16 Der Aufbau des MFP-3D mit eingezeichnetem ithtweg fur Phasenkontrastmikroskopie. Die
Probe (Petrischale) ist auf dem flachen xy-Scannefixiert (a). Der Aufbau des Messkopfs mit dem
Lichtweg des Detektionslasers. Ein Piezostapel st die z-Position des Cantilevers (b). (Quelle Adym
Research)

Das AFM besteht im Wesentlichen aus zwei Komponmendem auf dem Mikroskoptisch
verankerten XY-Scanner sowie dem abnehmbaren KBDpé. Bewegung in den drei

Dimensionen wird getrennt voneinander durch Piegudtrealisiert. Die Probe wird lateral
durch den XY-Scanner bewegt, wodurch eine horizentarschiebung erreicht wird, die im
Gegensatz zu Messungen mit Rohrenscannern keinarkuing aufweist. Die Z-Bewegung
ist davon entkoppelt und findet im Kopf des AFM clurKontrolle der Cantileverposition

statt. Alle Piezos verfigen Uber eine Closed-loggdtung und ermdglichen einen
Scanbereich von 90 um sowie einen Z-Hub von 35 Piese lange Distanz vereinfacht die
Messung von Strukturen gré3erer Hohe wie den mtarguchten Zellen.

Dieses AFM verwendet zum Auslesen der Cantileveelgenvg eine Superlumineszente
Diode einer Wellenlange von 860 nm, womit Ubersatumegen mit dem Spektrum von
Fluoreszenzfarbstoffen vermieden werden.

Das gesamte Mikroskop steht zur Entkopplung vonhaeischen Vibrationen auf einem
aktiven Dampfungstisch (TS300 LT, Herzan, LaguniésHCA), der in einer Schallschutzbox
(in dieser Gruppe konstruiert) untergebracht isg dleichzeitig als Faradayscher Kafig
fungiert. Zwei durch eine Schaumstoffschicht getterMarmorplatten bilden die Tischplatte,
auf der der Aufbau platziert ist und sorgen wiehader Laborplatz im Erdgeschold fur
schwingungsarme Messbedingungen.

Das optische Mikroskop verfugt tber ein 40x ObjpektiUCPlan FLN-PH, Olympus, Tokyo,
Japan) mit einer Numerischen Apertur von 0,60 urashnk Gber einen Korrekturring
hinsichtlich der Probentragerdicke zwischen 0 undmn eingestellt werden. Der
Phasenkontrast dient der deutlichen Darstellung voellen in Flussigkeit. Zur
Fluoreszenzanregung im Epifluoreszenzmodus werd®® ¥ W Quecksilberdampflampe
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sowie ein FITC-Filtersatz genutzt. Eine CCD-Kamagilat die Bilder an den Computer aus
(,Bottom-View"). Der Scanbereich des AFM wird sovg#hlt, dass er sich weitgehend mit
diesem Videobild (90 x 120 um) deckt und so einerélation der Daten erlaubt. Uber die
Steuerungssoftware ist eine Auswahl und Ansteued@sgScanbereichs des AFM auf Basis
des Videobildes mdglich.

In der Regel wird die zu untersuchende Probe bze.Retrischale auf einem glasernen
Objekttrager platziert und dieser mit Magneten @erih XY-Scanner befestigt. Eine zentrale
Aussparung des Scanners gestattet die gleichzéBggeachtung einer transparenten Probe
durch das Mikroskopobjektiv. Der Cantilever wirdeiibeinen entsprechenden Halter, der
auch den Piezo fiir eine AC-Anregung beinhaltet aaviAopf fixiert. Uber eine oberhalb
des Kopfes angebrachte Kamera (, Top-View") ist dlistage des Lasers auf dem Cantilever
wie auch die der Spitze relativ zur Probe zu vegdal Die Annaherung der Spitze an die
Probe erfolgt Uber die manuelle Absenkung des Kgpteer Uber drei Beine auf dem
Mikroskoptisch positioniert ist. Bei Erreichen esngoreingestellten Setpoints (Amplitude
oder Deflection) ertdnt ein Signal und der Z-Pibebt die Spitze bei weiterer Absenkung des
Kopfes entsprechend an.

Eine Kalibrierung des Cantilevers erfolgt auf Basimes aufgenommenen thermischen
Spektrums und der Auslenkung des Cantilevers bagAarung an eine harte Oberflache.

In Abbildungen kénnen mit dem AFM bis zu 5 Kanalargllel mit Hin- und Rickspur
aufgezeichnet werden. Die maximale axiale AnzalBipunkten betragt 1536, in der Regel
werden 512 aufgezeichnet. Als Scanrate werden gihéwon der Scangréf3e meist
0,5 - 2 Hz, teilweise auch deutlich niedrigere Wegewahlt. Die Werte des Setpoints sowie
des Gains werden anhand der Messdaten eingestellistellen einen maoglichst geringen
Druck der Spitze auf die jeweilige Probe sicher.

Der ,Dish-Heater“ stellt ein Zusatzmodul dar, das XY-Scanner eingebaut wird und eine
Temperierung von Proben bis 45 °C ermdglicht. Deatidr verflgt Uber eine Heizflache mit
einer zentralen Aussparung zur lichtmikroskopiscBetrachtung sowie einen der Regelung
dienenden Temperaturfihler. Die Probe wird in eiRetrischale mit dinnem Glasboden
(Willco-dish™) auf die Heizflache des Heaters getstét, wobei mit Immersionsdl eine

warmeleitende Kontaktierung erreicht wird. Ein adém oberen Rand der Schale
angebrachter Ring fixiert diese Uber Magnete ammi$®a Eine flexible Gummidichtung am

Kopf des AFM schliel3t die Schale ab, um eine Vestiumg des Mediums zu vermeiden.
Dieser Aufbau wird fur die kraftspektroskopische téfsuchung der Wechselwirkung

zwischen Nanopartikeln und lebenden Zellen einggsetodurch die Zellen bei 37 °C

gehalten werden.

Abbildungen von Nanopartikeln in Trockenheit

Als Probentrager wird Glimmer (Plano, Wetzlar, Betiand) verwendet, dessen Oberflache
durch Abziehen mit einem Klebestreifen kurz zuvereinigt wird. Ein Tropfen von 0,5 - 5 pl
der jeweiligen Partikeldispersion wird auf die Cilisrhe pipettiert und an Luft getrocknet
oder in einer HO-Atmosphéare fur bis zu 30 min inkubiert. Verdumstdas
Dispergierungsmittel riickstandsfrei b)), wird die Probe direkt untersucht, eingetrocknet
Bestandteile aus Puffern und Medien werden durcéheBmmit HO gel6st und entfernt.

Die Probe wird mit einem Haft-Aufkleber (Plano, \&ar, Deutschland) auf dem
Probentrager fixiert (Nickelscheibe fir Multimod&las-Objekttrager fur BioScope oder
MFP-3D) und im Tapping-Mode an Luft untersucht.
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Abbildungen von Zellen

Zur Untersuchung von Zellen in Flussigkeit wird dellkulturschale an den Randern mit
Epoxidharz (Conrad, Hirschau, Deutschland) auf rei@dbjekttrager geklebt, der auf dem
Scanner (MFP-3D) oder Mikroskoptisch (BioScope)éiik wird. Ein Volumen von 4 ml

Puffer oder Medium in der Schale erlaubt eine méhdige Messung ohne Flussigkeit
erganzen zu mussen. Die Untersuchungen finden &e@mimperatur statt, zu Beginn wird
der Cantilever ca. 30 min in der Flussigkeit adpmért, um eine thermische Drift wahrend der
Messung weitgehend zu vermeiden. Eine Anpassung Dagkection-Setpoints wahrend
Abbildungen im Contact-Mode bleibt notwendig, une diuf die Probe ausgelbte Kraft
konstant zu halten, insbesondere wenn die Messdaber ca. 10 min betragt. Bei
Abbildungen im Tapping-Mode kann meist darauf et werden, da die

Schwingungsamplitude im relevanten Bereich nur wenvon Anderungen des

Deflectionwertes beeinflusst wird. Solche Verandgen der Parameter werden (im
Unterschied zu dem Multimode oder BioScope) bei ddagen mit dem MFP-3D

automatisch protokolliert und kdnnen nachtragliahden Messdaten korreliert werden.

Fur Abbildungen in Trockenheit wird das die Zeltlemgende Deckglas (8x8 mm) auf einem
Nickelplattchen (Multimode) oder Objekttrager (MBB; BioScope) mit einem Haft-
Aufkleber (Plano, Wetzlar, Deutschland) befestigtm dem Strahlengang des
Lichtmikroskops nicht zu behindern, wird der zelgr&ereich des Aufklebers zuvor mit
einem Skalpell entfernt so dass das Deckglas nuRanad auf dem Objekttrager fixiert wird.

Unter optischer Kontrolle wird der Scanbereich awgihlt, wobei durch die Trocknung auch
die Randbereiche der Zellen einen hinreichenden trgsh aufweisen, so dass auf
Verwendung des lichtmikroskopischen Phasenkontrestachtet werden kann.

Zum Vermessen grof3er Scanbereiche (bis 60 pm) rein dMFP-3D wird die
Scangeschwindigkeit stark reduziert (bis 3 um/smethend 0,02 Hz), wodurch bei einer
hohen Anzahl an Bildpunkten (maximal 1536) die Dagiees Scans bei bis zu 21 h liegt.
Eine Uberwachung der Messung und Anpassung demsea erfolgt dann mittels Remote
Control von einem anderen Computerarbeitsplatz.

Kraftspektroskopie zwischen NP und Zellen

Der ,Dish-Heater” stellt ein Zusatzmodul dar, das XY-Scanner eingebaut wird und eine
Temperierung von Proben bis 45 °C ermdglicht. Deatidr verflgt Uber eine Heizflache mit
einer zentralen Aussparung zur lichtmikroskopiscBetrachtung sowie einen der Regelung
dienenden Temperaturfihler. Die Probe wird in efetrischale mit dinnem Glasboden auf
die Heizflache des Heaters gestestellt, wobei mihérsionsol eine leitfahige Kontaktierung
erreicht wird. Ein auf dem oberen Rand der Schalgebrachter Ring fixiert diese Uber
Magnete am Scanner. Eine flexible Gummidichtungkapf des AFM schliel3t die Schale
ab, um eine Verdunstung des Mediums zu vermeidelesed Aufbau wird fir die
kraftspektroskopische Untersuchung der Wechselmgkwewischen Nanopartikeln und
lebenden Zellen eingesetzt, wobei diese bei 37€t@igen werden.
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3.2.4 SEM-Untersuchungen

Die praparierten Zellen (Kap. 3.2.2) werden in einEM JSM-880 (Jeol, Tokyo, Japan)
untersucht. Die Probe wird bei 4 x énhbar mit einem durch 15 oder 20 kV beschleunigten
Elektronenstrahl von 5x10 bis 2x10'° A gescannt. Bei VergréRerungen von 1000 — 60000x
werden Bilder von 480 x 640 bis zu 3000 x 4000 Pmi einer Integrationszeit von 100 ps
je Pixel aufgezeichnet.

3.3 Oberflachenstruktur von Bakterienzellen

3.3.1 Kultivierung der Bakterien

Es werden sowohl der Wild-Typ sowie zwei mutiertér®me des BakteriumS. meliloti
untersucht.

Sinorhizobium melilotStamm | Beschreibung Referenz
Rm2011 Wildtyp Stamm 8
Rm0540 (exoY) 30
RmM6963 (LPS defekt => verkiirztes LP$)"

Tabelle 6: Charakteristika der untersuchten Bakterenstamme

Die Bakterien werden als Suspensionskultur bei@8n°Vincent Minimalmedium (VMM
herangezogen. Hierzu inkubiert man sie in Kundhgibfchen (Greiner, Frickenhausen,
Deutschland) Giber Nacht bei 28 °C bis zu einersepgn Dichte von 0.Ey ~ 0,6 — 0,8.

3.3.2 Préaparation der Proben

Wahrend die zuvor beschriebenen tierischen Zelleh den betreffenden Oberflachen
adhéarent wachsen und entsprechend gehandhabt wieideen, findet die Praparation der
Bakterien teilweise in einer Suspension statt, wosi&ch die Immobilisierung auf einer
geeigneten Oberflache anschlief3t. Die hier bedobme Vorgehensweise kommt in ihrer
Génze bei der Praparation fur konventionelle SEMethuchungen zum Einsatz, fir
Messungen mit dem Magellan-SEM und AFM wird sukizessauf einzelne Schritte
verzichtet. Die fur die jeweilige Untersuchung sfiszhe Praparation wird dort beschrieben.

Fur alle Untersuchungen werden die Bakterien zurBeon Eppendorfgefal3en zweimal mit
PBS gewaschen, wobei man 1 ml Bakteriensuspensioi\lzscheidung jeweils 5 min bei
1500 rpm zentrifugiert (S417C, Eppendorf, Hambubgutschland) und das Sediment in
jeweils 500 pl neuem Puffer resuspendiert.
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Fixierung

Wie schon fur die tierischen Zellen beschriebenderrauch die Bakterien durch Vernetzen
der Proteine mittels Glutaraldehyd und Paraforntaidein ihrer jeweiligen Form fixiert.
Hierzu inkubiert man sie bei Raumtemperatur furidteiner jeweils 1,5 %igen Losung in
PBS, indem das abzentrifugierte Pellet in einesgechenden Losung suspendiert wird.

Trocknung

Die fixierten Bakterien werden wie beschrieben gashkan und in FD suspendiert. Ein
Austausch des Wassers gegen Ethanol geschieht Blatzeren der Proben in einer Ethanol-
Atmosphére fur mindestens 48 h. Die Bakterien #egiert man wieder ab (5 min 1500
rpm) und suspendiert sie in 500 ul Isopropanol. Empfen von 10 pl wird auf ein
gereinigtes Deckglas pipettiert und dieses in efmnosphare von Isopropanol tber 48 h
langsam getrocknet. Durch diesen Prozess haften Bdikterien ausreichend an der
Glasoberflache an.

Beschichtung mit Gold

Die Beschichtung der Bakterienproben erfolgt inajier Weise wie fur die tierischen Zellen
beschrieben (Kap. 3.2.2), wobei hier 12 nm Golggtsrt werden.

3.3.3 AFM-Untersuchungen

Abbildungen in Flussigkeit

Die Bakterien werden immobilisiert auf Objekttragasntersucht. Hierzu reinigt man die
Glaser durch eine Ultraschallbehandlung von je B miAceton, Ethanol und Wasser. Auf
den getrockneten Objekttragern wird eine Flache e@n6 cm? mit Parafilm umrandet und
dieser dort fur wenige Sekunden bei 50 °C festgeracDurch dessen stark hydrophobe
Eigenschaften kann ein relativ grof3es Probevolumerumschlossenen Bereich gehalten
werden. Mittels einer 30minitigen Inkubation mit Inl einer Loésung von
0,1 % Polyethylenimin (M 750000) in HO beschichtet man die umschlossene Oberflache
und erreicht eine positive Oberflachenladung. Hgefo ein ausgiebiger Waschschritt und die
Trocknung mit Stickstoff. Auf den so prapariertenlaggrn haften Bakterien Uber
elektrostatische Wechselwirkungen ihrer negatiadehen Zelloberflachen auch wahrend der
Untersuchung in wassrigem Medium.

1 ml der lebenden oder chemisch fixierten Baktevigal jeweils nach Waschen in PBS auf
die Glasoberflache pipettiert und bei Raumtemperfiiu 1 h in einer mit Wasserdampf
gesattigten Atmosphére inkubiert. Durch SpulenWsisser entfernt man schwach gebundene
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Bakterien, die verbleibenden werden mit 400ul Medi’BS oder Wasser bedeckt und darin
mit dem AFM vermessen.

Fur diese Untersuchungen kommt ausschlie3lich dad MFP-3D zum Einsatz. Es werden
Microbiolever AC40TS (Olympus, Tokyo, Japan) im Paqm-Mode verwendet, die eine
Federkonstante von 0,1 N/m besitzen und durch gednge Lange eine relativ hohe
Resonanzfrequenz von ca. 30 kHz in Wasser aufwe&erverfligen tber eine Siliziumspitze
mit einem Krimmungsradius von 10 nm und verglicimeih in Flussigkeit Ublicherweise
eingesetzten Cantilevern grof3en Aspektverhaltniswdlls Herstellerangaben). Die
Scangeschwindigkeit betragt 2 — 4,5 pm/s.

Abbildungen in Trockenheit

Zur Abbildung werden die mit Bakterien bedecktend ugetrockneten Deckglaser auf
Nickelplattchen geklebt und mit einem Multimode gm¥t. Zum Einsatz kommen
BSTap300-Al Silizium-Cantilever (Budget Sensorsfi§oBulgarien) im Tapping-Mode.
Diese Cantilever sind charakterisiert durch einelefeonstante von 40 N/m und eine
Resonanzfrequenz von ca. 300 kHz. Die Spitze hesiten Krimmungsradius von < 10 nm
(jeweils Herstellerangaben). Die Scangeschwindidbetiragt 1,8 — 10 um/s.

3.3.4 SEM-Untersuchungen

Fur die elektronenmikroskopischen Messungen komnet bei den Untersuchungen der
tierischen Zellen (Kap. 3.2.4) das Jeol JSM-880 Hinsatz. Die Beschleunigungsspannung
betragt hierbei 20 kV.

XHR SEM

Bei diesen Messungen wird das XHR SEM (extreme hagolution SEM) Magellan der
Firma FEI (Hillsboro, Oregon, USA) eingesetzt. Pigparation der Probe gleicht der fur die
beschriebenen SEM-Abbildungen, wobei hier keinecBietitung der Proben mit Gold
erfolgt. Als Beschleunigungsspannung werden 2 kWédnt.
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4 Ergebnisse und Diskussion

Im folgenden Abschnitt werden die Resultate der Ghemenbereiche dieser Arbeit darstellt.
Zu Beginn soll auf die Bindungsreaktion zwischemdgflanzlichen Protein Ms-Racl und
GTP eingegangen werden. Diese Reaktion findeirfrebsung statt und wird durch FCS und
AFM untersucht. Der zweite Teil befasst sich mit Wéechselwirkung zwischen tierischen
Zellen und Nanopartikeln, wobei ebenfalls Bindueg&tionen eine zentrale Rolle spielen.
Diese sind hier an Oberflachen lokalisiert und werdlurch AFM in Kombination mit
Lichtmikroskopie sowie durch SEM analysiert. Im t@m Teil werden nun auch
Oberflacheneigenschaften  bakterieller Zellen durdmochaufgeloste  Abbildungen
charakterisiert. Die bewahrten UntersuchungsveefalkFM und SEM werden beibehalten
und die Probe schlief3t einen Kreis zum ersten Theereich, da dieses Bakterium in dem
dort beschriebenen biologischen Kontext Relevarsitdie Die Anwendungsmaoglichkeiten
der physikalischen Techniken AFM und SEM sowie detwendigen biologischen
Praparationsverfahren sind somit in einem weitegkBpm an Proben evaluiert worden.

4.1 Bindung von GTP an Ms-Racl

Lebende Systeme sind in der Lage, auf eine Vielaahul3eren Reizen zu reagieren. Dabei
kommt es in der Zelle aufgrund eines Stimulus zuneri Kaskade von
Signaltransduktionsprozessen, die die Information Rezeptoren der Membran Uber das
Cytoplasma bis zum Zellkern leiten. Die Kopplungsahiedener Signalwege erlaubt dabei
eine differenzierte Reaktion, ohne jeweils ein stdlhdiger Satz individueller Molekule zu
bendtigen. Hier wird eine komplexe Regulation ertmar, die durch ,Schalter” gesteuert ist.
Eine solche Funktion nimmt das hier untersuchtediravis-Racl war, das in der Pflanze
Medicago sativaals binarer Schalter fungiert. Verglichen mit isehen Systemen ist
beziglich der Pflanzenwelt relativ wenig Uber laktionen dieser Klasse von Proteinen
bekannt. Daher werden in dieser Arbeit nicht nur thermodyisghe und kinetische GréRen
der GTP-Bindung bestimmt, sondern auch der Einfumss Umgebungsbedingungen auf die
Wechselwirkung und das Protein selbst charakteristes ist zu klaren, inwieweit von
vergleichbaren tierischen Proteinen bekannte Egeiten Ubertragbar auf ein pflanzliches
System sind. Aufgrund von Sequenzanalysen und dearaufl beruhenden strukturellen
Modelling sind Homologien zwischen Ms-Racl und hoem Hs-Rac2 aufgezeigt
worden®'’ die durch die in der vorliegenden Arbeit gewonmeri2aten experimentell
unterstitzt werden. Zum einen ist dieses von Ieg&e hinsichtlich eines
evolutionsbiologischen Vergleichs verwandter Pradeaus dem Tier- und Pflanzenreich.
Darliber hinaus er6ffnen sich so Ansatzpunkte, effeEragestellungen nach mdglichen
Wechselwirkungen in der pflanzlichen Signaltrangawk zu untersuchen, die in tierischen
Systemen bereits besser aufgeklart sind.

Neben Filterbindungsassays mit radioaktiv markierteNucleotide® werden
fluoreszenzbasierte Methoden fir die Analyse deP®indung eingesetzt, wobei zumeist
die Anderung der Fluoreszenzintensitat geeignete€d BP gekoppelter Farbstoffe infolge der
Bindung gemessen wifd. Durch FCS ist zwar auch dieser Parameter zugdmgtie
eigentlichen Ansatzpunkte der Methode sind aberrddythamische Eigenschaften der
Molekule. Auf diese Weise wurde es mdglich, nidigia die Bindung von GTP an Ms-Racl
zu analysieren, sondern auch die Gro3e der beegiliglolekile zu bestimmen. Das ist von
besonderer Bedeutung, da sich in dieser Arbeitusgestellt hat, dass Ms-Racl in der Lage
ist, abhangig von Umgebungsparametern Homo-Oligenarszubilden. Dieser Prozess
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wurde dariber mittels AFM untersucht, um die Aussait einer unabhangigen Methode zu
bestatigen.

4.1.1 Photophysik des GTP-Atto

Um die Messbedingungen hinsichtlich der physikaksc Parameter zu optimieren, ist die
Kenntnis der photophysikalischen Eigenschaften assgesetzten Fluorophors von
entscheidender Bedeutung. Die Fluoreszenzintensliézogen auf ein einzelnes
Farbstoffmolekil (molekulare Helligkeit, CpM) bestnt das Signal-Rausch-Verhéltnis der
Messund® und ist bei niedrigen Leistungsdichten des anreéger_aserstrahls linear von der
Intensitat des Lasers abhangig. Fur hohere Leistiolgten nimmt die Besetzung des
Triplettzustandes zu, was dazu fihrt, dass wenMelekile zur Fluoreszenz beitragen.
Dartber hinaus kdnnen in diesem angeregten Zusta@ahische Reaktionen stattfinden, die
zur Zerstérung des Farbstoffs fiihférDaher wurde die Laserleistung so gewahlt, dass der
Anteil der sich im Triplettzustand befindlichen Bstoffmolekile entsprechend den
Empfehlungen des Gerateherstellers &0 % lag. Bei einer Laserleistung von 25 % der
nominalen 25 mW und einer Transmission des AOTFMah % wurden an der rickwartigen
Apertur des Objektivs ca. 1,75 mW erreicht, bei fi&r FCS-Messungen eingestellten
Transmission des AOTF von 2 % reduziert sich di¥gert auf ca. 35 puW. Bezogen auf den
Fokus des Lasers in der Probe (Radius ca. 200 net)adi die Leistungsdichte
ca. 28 kW/cmz2. Der Einfluss der Laserleistung aid Bluoreszenzeingenschaften wurde
eingehend in meiner Diplomarbeit beschrieben.

Bei dem eingesetzten GTP-Atto handelt es sich umGemisch zweier Isomere, da die
Kopplung des Farbstoffs an das GTP sowohl GibeRdas auch Uber die 3"-OH-Gruppe der
Ribose stattfindet. Da wahrend der Untersuchungentlidnh wurde, dass der maximal
erreichbare Bindungsgrad des GTP-Atto auch beigdéSten Konzentration von Ms-Racl
(ca. 40 uM) mit ca. 40 % relativ gering war, wutdeerprift, ob die Isomere sich hinsichtlich
der Bindung an Ms-Racl unterscheiden und ggf. mutsemer an der Reaktion beteiligt ist.
Ein solches Verhalten ist fur die Bindung einesaimlicher Weise mit einem Coumarin-
Fluorophor gelabelten GDP an ein tierisches RateRrobeschrieben, wo >90 % des
gebundenen GDP an der 3'-Position gelabelt w&r&iir die Trennung der Isomere wurden
chromatographische Verfahren herangezogen. Die &lmchtchromatographie ergibt zwei
Spots, die durch einen Retentionsfaktor von 0pb{3) bzw. 0,65 (Spot 2) gekennzeichnet
sind. Durch Abkratzen des Silikatmaterials von Tetgerfolie und Elution mit einem Puffer
lassen sich die getrennten Substanzen gewinnefClB-Messungen zeigen sie deutlich
unterschiedliche Eigenschaften (Tabelle 7). Dieakwlare Helligkeit der ersten Fraktion ist
um 17 kHz geringer als die der zweiten, auch deldttanteil liegt um 8 % niedriger. Diese
Ergebnisse deuten auf Unterschiede hinsichtlich demrbstoffmolekils hin, die
wahrscheinlich in der chemischen Umgebung oder #mmétion begriindet sind. Eine andere
Molektlgeometrie wird auch durch die groRRere Difbnszeit fir Material aus Spot 1
bestatigt.

Von dem Purinderivat Guanin ist bekannt, dass eshdaaydrophobe Wechselwirkungen
Komplexe mit anderen Molekilen wie z.B. Fluorophmotelden und Uber photoinduzierte
Elektronentransferprozesse ein Quenching derenrédmenz bewirken karifi. In dem

Konstrukt GTP-Atto befinden sich Guanin und deroAgarbstoff verbunden Uber einen
Linker in raumlicher Nahe zueinander, so dass lsEigneter Konformation ein solcher
Quenchingprozess denkbar ist. Zur abschlieRendé&muid dieser Moglichkeit sind Angaben
hinsichtlich der Redox-Eigenschaften notwendig, wlie auch die chemische Struktur oder
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die Farbstoffklasse fir Atto488 durch den Hersteliecht publiziert sind. Folgende
experimentelle Ergebnisse konnen aber im Rahmemrsei@Quenching durch Guanin
interpretiert werden:

a) Messungen in Gegenwart von Ms-Racl zeigen nur filP-Btto aus Spot 1 eine Bindung
an das Protein, fir Spot 2 bleiben alle gemessdP@mameter unverandert. Dieses
Verhalten lasst sich zwar auch mit der zu Uberpidde These der Bindung nur eines
Isomers des GTP-Atto an das Protein in Einklangdam. Es ist aber ebenso der Schluss
maoglich, dass es sich bei dem zweiten Spot um rfr&arbstoff handelt, der in dem
Produkt noch enthalten war.

b) Wahrend der Reaktion mit Ms-Racl steigt paralleldemn Bindungsgrad des GTP-Atto
aus Spot 1 auch die molekulare Helligkeit an (AbB). Ein Komplex aus Guanin und
GTP-Atto wirde durch die Bindung des GTP an Ms-Rgelbst und ein Quenching
dadurch unterbunden. Die Fluoreszenzintensitagdbsndenen GTP-Atto entspricht dem
maximalen Wert, die gemessenen Daten stellen dé&teliert aller Fluorophore dar und
sind daher vom jeweiligen Bindungsgrad abhéngig.

c) Die fur Spot 1 gemessene Diffusionszeit ist hoheat der hydrodynamische Radius des
Molekils demnach groRRer als fur Spot 2. Geht maromlaus, dass sich aus sterischen
Grunden nur bei einem Isomer ein Komplex aus Guanoh dem Farbstoff bilden kann,
der fur ein Quenching notwendig ist, sollte diesire kleinere Diffusionszeit aufweisen,
da er wahrscheinlich eine kompaktere Geometrietzieflie Ergebnisse zeigen aber eine
kleinere Diffusionszeit fir die starker fluoresaede Fraktion.

CpM / kHz Tp /S Triplettanteil / %
Spot 1 56 32,5 12
Spot 2 84 24,4 21

Tabelle 7: Photophysikalische Eigenschaften und Difsionszeit der chromatographisch getrennten
Fraktionen des GTP-Atto

Zusammenfassend legen diese Daten nahe, dass diemttels DC getrennten Fraktionen
aus GTP-Atto (Spot 1) sowie freiem Farbstoff AttB4&pot 2) bestehen. Der freie Farbstoff
zeigt eine héhere molekulare Helligkeit und kleen&iffusionszeit, als das grol3ere Molekl
GTP-Atto. In diesem wird der Farbstoff teilweiseecuGTP gequencht, wobei der Komplex
bei der Bindung an Ms-Racl eine Konformationsamugrarfahrt. Dadurch erreicht der
Farbstoff seine ursprtinglich héhere Fluoreszenasiti#t zurlck.

Zur Unterstutzung dieser Analyse sind die getremrfteaktionen massenspektrometrisch
untersucht worden. Die mittels MALDI-TOF gewonnengaten zeigen mehrere Peaks im
Bereich 500 — 900 m/z, die als Fragmente zu inédigren sind. Es ist wahrscheinlich, dass
Molekile, die wie Farbstoffe Uber ausgedehntelektronensysteme verfligen, durch die bei
diesem Verfahren eingesetzten starken Laserstrghbdeschadigt werden und somit kaum
intakt detektiert werden kdnnen.

Eine schonendere lonisierung wird durch ESI erteictd die so erzielten Ergebnisse zeigen
fur Proben aus Spot 1 ein Maximum bei 1418 m/z,resddh bei Spot 2 in diesem Bereich
keine Signale auftreten. Auch wenn fur GTP-AttonkeMolekilstruktur vorliegt, kann man
aus den Massen der einzelnen Komponenten ein Malgjawicht von ca. 1426 u berechnen,
was dem gemessenen Wert nahe kommt. Eine eindeldegdifizierung der getrennten
Molekile ist ohne die Kenntnis deren Struktur ncinvger moglich, allerdings kann dieses
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Ergebnis als Indiz gewertet werden, dass es sichdren Spot 1 vorliegenden Substanz um
GTP-Atto handelt.
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Abb. 17: Die molekulare Helligkeit (CpM) steigt syrthron mit dem Anteil an gebundenem GTP-Atto (Y).

Nach diesen Ergebnissen wurden zu einer weiterdtrelmung der Isomere des GTP-Atto
eine Separationen mittels HPLC in einer lonenasstaersaule durchgefuhrt (DEAE-
Sepharose, Elutionsmittel 10 mM Tris, pH 7,0 miteen NH,CI-Gradient 0 — 500 mM). Es

wurden zwei Peaks detektiert, die entsprechendahktiBnen wurden ebenfalls durch FCS
charakterisiert. Die dabei gewonnenen Ergebnisselgn denen, die an den durch DC
getrennten Fraktionen gemessen wurden. Damit s ®ieitere Auftrennung in einzelne
Isomere durch HPLC nicht nachzuweisen. Ein soldBegebnis wurde gleichfalls durch

HPLC-Messungen seitens des Herstellers bestatttruh fir diese Substanzklasse haufig
auf™ Daher bedarf die Frage, in welchen Anteilen vdestdne Isomere des GTP-Atto
vorliegen und ob sie sich hinsichtlich der Bindusg Ms-Racl unterschiedlich verhalten
weiterer Untersuchungen. Ein alternativer Weg liegt der Synthese basierend auf
dGTP (deoxyGTP), das dem natlrlichen Substrat GhAfel aber keine 2°OH-Gruppe
besitzt. Damit wiirde der Farbstoff allein an deP8sition gebunden werden kdnnen.

Hier wird deutlich, dass sich die DC verglichen amideren chromatographischen Techniken
durch geringen technischen und zeitlichen Aufwaunsizaichnet und dabei als analytisches
Mittel gute Ergebnisse liefert. Besonders in Hioklauf die geringen Probemengen, die fur
FCS bendétigt werden, lassen sich auch konventerietgerfolien, die zur analytischen DC
dienen, praparativ einzusetzen. Mit einem einzelfmnnlauf ist ausreichend Material fur
mehrere Hundert FCS-Messungen zu erhalten.

Die Anderung der Fluoreszenzintensitat wird hadiig Untersuchungen der GTP-Bindung
eingesetz?® ist aber fir FCS-Messungen hinderlich, da die Aertwng auf einer

unveranderten molekularen Helligkeit wahrend delak®en beruht. Die standardmalig
erhaltenen Werte des Bindungsgradescgy sind durch einen Korrekturterm an die
veranderten Parameter anzupassen. Der Wérschreibt das Verhaltnis der molekularen

™ Personliche Kommunikation mit Herrn T. Waldbaadma Bioscience
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Helligkeiten des gebundenen und freien GTP-Attozdgen auf einen Bindungsgrad von
100 % betragt es. = 1,5. Die so berechnete molekulare Helligkeit @8%-Atto entspricht
der des freien Farbstoffs. Fiur alle Messungen wdedtekorrigierte Wert des Bindungsgrades
Y vorr bestimmt®®

Y. - YFCS

Formel 37
korr 2
Ych ta (1 - Ych)

4.1.2 Aggregation von Ms-Racl

FCS-Messungen an GTP-Atto und Ms-Racl wurden in Beffer HBSMD durchgefuhrt, der
schon zur Praparation des Proteins verwandt wurden die GTP-Bindung zu
charakterisieren, sind fur freies und an Ms-Radiugdenes GTP-Atto die Diffusionszeiten
zu bestimmen, die in einem 2-Komponentenfit (Fordtl als Konstanten eingehen. Freies
GTP-Atto weist einen Wert von 30 — 32 ps auf, demiplex mit Ms-Racl wurde bei
maximaler Konzentration des Proteins untersucht,eimen mdglichst hohen Bindungsgrad
zu garantieren. Hier ergaben mehrere individuellEs8dingen Ergebnisse von 160 — 400 us.
Solche Schwankungen deuten auf eine heterogenee@réfleilung der GTP-bindenden
Spezies hin. In Anbetracht der Masse des Protens2l,6 kDa ist eine Diffusionszeit von
etwa 100 ps zu erwarten (Formel"9)as noch unter dem kleinsten gemessenen Wert liegt
Durch die Aufreinigung des Proteins uber die speaiie Erkennung eines gentechnisch an
Ms-Racl gekoppelten Peptids (Flag-Tag) sind Velnigengen mit anderen (insbesondere
GTP-bindenden) Proteinen unwahrscheinlich. Elektooptische Untersuchungen mittels
SDS-PAGE zeigen nur eine Proteinbande, so dass Rtésenz weiterer Proteine
ausgeschlossen werden kann. Es ist also davon galsm, dass Ms-Racl in der Probe
zumindest teilweise in aggregierter Form vorliggfolge einer Denaturierung von Proteinen
kann es zu einer Koagulation kommen. Damit soltter auch die Konformation, die fir eine
Bindung von GTP notwendig ist gestort werden. DBSHMessungen zeigen allerdings Klar,
dass auch aggregiertes Ms-Racl die Fahigkeit he@dlP zu binden und somit in einer
weitgehend nativen Konformation vorliegen sollte.

Fur die Stabilitdt der Proteinstruktur spielt neldem pH-Wert die lonenstarke des Mediums
eine wichtige Rolle. So kénnen beispielsweise ebskatische Wechselwirkungen geladener
Aminoséuren kompensiert oder hinsichtlich ihrer dReieite beeinflusst werdén. Zur
Untersuchung des Effekts veranderter lonenstarkedevu FCS-Messungen in HBSMD
durchgeflihrt, wobei die Konzentration an NaCl, MgGtler CaCl variiert wurden. Diese
lonen bieten sich an, da sie gemal ihrer Positiater Hofmeister-Serie einen eher neutralen
Einfluss auf die Loslichkeit sowie Stabilitat deativen Konformation von Proteinen austben
sollten’®® Damit beruht ihre Wirkung vor allem auf der longimke. Nach Inkubation von
GTP-Atto und Ms-Racl in einer Losung reduziertenkentration an MgGlwurde sukzessiv
MgCl, zugesetzt. Die Diffusionszeit des Komplexes sirdeutlich bei steigender
Salzkonzentration von etwa 380 us auf 150 pys bgiNM7ozw. 10 mM MgC] (Abb. 18 b).
Bei einer Zugabe von NaCl oder MgQu GTP-Atto und Ms-Racl in HBSMD bis zu einer
Endkonzentration von 300 mM bzw. 30 mM féllt dieffsionszeit des Komplexes auf
130 ps. Ahnliche Ergebnisse sind auch mit Gathalten worden. Diese Resultate zeigen,

" Hierbei geht auch die Molekllgeometrie in die Beltung ein, die im Fall von Ms-Racl belegt durch
Homologiemodelling der des Hs-Rac2 ahneln sofltauf Basis der bekannten 3D-Struktur des Hs-Rac2
wurden der Diffusionskoeffizient (Software Hydroffhound daraus die Diffusionszeit berechnet.

56



dass Ms-Racl bei physiologischen Salzkonzentratidth@mo-Oligomere ausbildet, die bei
hoherer lonenstérke dissoziieren. In den standdbdmdurchgefuhrten elektrophoretischen
Untersuchungen mittels SDS-PAGE ist ein solcheh&en prinzipiell nicht detektierbar, da
diese Technik eine vollstdndige Entfaltung der &nat bewirkt und diese damit immer als
Monomere vorliegen.
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Abb. 18: Die Diffusionszeit von GTP-Atto gebunden a Ms-Racl (2Komponenten-Fit) in Abhangigkeit
der Mg-Konzentration in HBSMD (a). Die Zugabe vonMgCl, auf 10 mM (Pfeil) senkt die Diffusionszeit
des Komplexes (2Komponenten-Fit) instantan von ¢&80 auf 150 ps (b). In einem 3Komponenten-Fit (c)

erkennt man die Zunahme an monomerem Ms-Racl (schuwg auf Kosten der oligomeren Fraktion (rot).

In der Literatur werden vergleichbare Beobachtungerdrei humanen Proteinen der Rho-
Familie beschrieben. Hs-Rac2 und Cdc42 bilden Demerofiir eine polybasische Sequenz
von Aminosauren am C-Terminus verantwortlich gerhaghd.’®* Das Protein Hs-Racl
verflugt Uber einen mit 6 AS ausgepragteren basms@&wereich, wobei in dem Fall Homo-
Oligomere aus ca. 24 Proteinen gebildet werdene Eildhte Salzkonzentration flhrt zu
einer Dissoziation in Monomere, wobei Magnesiumnaéhrwertiges Kation einen gréf3eren
Effekt hat, als es fiir Natrium beschrieben WiEin Sequenzvergleich zwischen Hs-Racl
und Ms-Racl zeigt, dass beide Proteine einen vehylaren polybasischen Bereich
aufweisen (Hs-Rac*kKKRKRK 8 Ms-Rac1™®KKKKNK *#%. Damit ist auch fiir Ms-Racl
die Bildung von Oligomeren nach Modell des humamhésmologen als Erklarung der
erhodhten Diffusionszeit plausibel.

Da sowohl monomeres Ms-Racl als auch seine Oligowier Fahigkeit besitzen, GTP-Atto
zu binden, wird fur die Analyse der FCS-Daten eiadell mit 3 Komponenten notwendig,
die sich hinsichtlich der Diffusionszeit untersaen. Aus Messungen werden flur freies
sowie an Oligomere gebundenes GTP-Atto 30 us b#80. |Bs bestimmt. Auf Basis der
bekannten Masse des Molekiils ist die Diffusionsigitnonomeres Ms-Racl auf ca. 100 ps
zu berechnen. Experimentell ist dieser Wert nialngénglich, da auch bei den hochsten
eingesetzten Salzkonzentrationen (300 mM NaCl) tngibher ist, dass die Oligomere
vollstandig dissoziieren. Fir Hs-Racl nimmt der ekff der Salzkonzentrationen mit
zunehmender Konzentration ab, bei 300 mM NaCl hegech ca. 40 % des Proteins als
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Oligomer vor®? Schon diese Salzkonzentration ist relativ hoch,dsss eine weitere
Steigerung zu extrem unphysiologischen Bedingunfgéant. Analysiert man das anfangs
beschriebene Experiment der MagnesiumabhangiglegitDiffusionszeit mit einem durch
diese Werte charakterisierten 3-Komponentenfit,deerfolgende Verdnderungen erkennbar
(Abb. 18c): Zu Begin bei niedrigen Mg-Konzentragonliegt praktisch kein monomeres
Ms-Racl vor, durch Erhéhung der Salzkonzentratiteigs der Anteil sprunghaft an. In
gleicher Weise sinkt der Anteil des Oligomers alopwi fir mittlere Konzentrationen fir
beide Fraktionen ein anfangliches UberschieRerDiksoziationsreaktion zu beobachten ist,
das moglicherweise in ein Gleichgewicht lauft. Derteil des Oligomers fallt bei 10 mM
MgClI, auf ca. 3 -5 %.

Magnesium spielt als Kofaktor fur die Bindung ungdtblyse von GTP eine entscheidende
Rolle, so dass seine Konzentration fur die Untdrsugen dieses Effektes variabel bleiben
muss. Da fir NaCl weniger Einfluss auf die funkéitem Eigenschaften von Ms-Racl zu
erwarten ist, wird fur die Messung der thermodyrsminén und kinetischen Parameter der
GTP-Bindung als Reaktionspuffer HBSMD mit einer aB00 mM angehobenen
Konzentration an NaCl eingesetzt. Zur Analyse konemt 3-Komponentenfit zum Einsatz,
wie er hier beschrieben ist. Unter diesen Bedinganbetragt der Anteil des durch das
Oligomer gebunden GTP-Atto ca. 5 %. In der Auswegtuer Daten bezieht sich der
BindungsgradY im Folgenden auf den durch monomeres Ms-Racl gldmam Anteil des
GTP-Atto.

Die auf FCS-Messungen beruhenden Resultate hitisitlites Aggregationsverhaltens von
Ms-Racl beziehen sich bedingt durch die Methoddanteine und Oligomere, die GTP-Atto
gebunden haben. Daher ist eine unabhangige MethadeVerifizierung der Aussagen
heranzuziehen. Zu diesem Zweck wurden AFM-Abbildamger Proteine hinsichtlich deren
Durchmesser ausgewertet. Ms-Racl wurde in HBSMD2&ibzw. 300 mM NaCl inkubiert
und aufgrund seiner positiven Nettoladung elekatosth auf einer Glimmeroberflache
immobilisiert. Die Abbildungen zeigen einzelne RintSpots von wenigen nm HoOhe
(Abb. 19 a, b). Die statistische Auswertung dertiRahohe ergibt zwei Populationen
(Abb. 19 c), die mit einer Gaul3-Kurve gefittet weind Das Maximum des ersten Peaks liegt
bei 2,0 £ 0,1 nm bzw. 1,7 £ 0,1 nm fur 25 oder 8Wd NaCl, wahrend der zweite Peak sich
bei 7,2 £ 0,1 nm bzw. 6,4 + 0,2 nm befindet. DisterPopulation ist bei 300 mM NaCl
dominant, niedrige Salzkonzentrationen fihren zumedirtem Auftreten der grof3eren
Partikeldurchmesser. Damit kénnen die beiden Pdipuken monomerem und oligomerem
Ms-Racl zugeordnet werden.

Aus den FCS-Messungen ergibt sich eine um den Fak® hohere Diffusionszeit der

Oligomere verglichen mit dem fir monomeres Ms-Raakunehmenden Wertes. Daraus
folgt bei etwas sphérischer Gestalt eine 55fachet@®hMasse der Oligomere. AFM-

Abbildungen auch in héherer Auflésung sprechen sbéir eine Kugelform der Oligomere.

Aus dem Verhaltnis der so bestimmten Durchmesseiltrert ergibt sich, dass die Oligomere
aus ca. 50 Molekiilen Ms-Rac1 bestehen. Dies zaigt gute Ubereinstimmung der Daten
beider Methoden.

Diese rasterkraftmikroskopischen Ergebnisse stelieen weiteren Beleg fir die Bildung von
Oligomeren durch Ms-Racl dar und machen die Ablykeg dieses Vorgangs von der
Salzkonzentration deutlich. Durch FCS konnte darifieaus gezeigt werden, dass die
Fahigkeit, GTP zu binden sowohl fir monomeres alshaflir oligomerisiertes Ms-Racl
besteht. Damit erdffnen sich regulatorische Méddaiten, die sich auf die Signaltransduktion
in vivo auswirken konnen. Das homologe humane Hs-RacZkfferid werden durch die

Oligomerisierung eine verstarkte katalytische Aidiv der GTPase selbst sowie die
Veranderungen vielfaltiger Interaktionen mit anaeRroteinen hervorgeruféff Die hier an
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Ms-Racl gezeigten Parallelen legen ein vergleig®Repertoire an Kontrollmechanismen in
pflanzlichen Systemen nahe.
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Abb. 19 Der Einfluss der Salzkonzentration auf dieOligomerisation von Ms-Racl: AFM-Abbildungen
von Ms-Racl inbubiert in HBSMD mit 25 mM (a) und 3@ mM (b) NaCl. Ein Histogramm der
GroRenverteilung (c) zeigt zwei Populationen, die onomerem (ca. 2 nm) und oligomerem (ca. 7 nm)
Ms-Racl entsprechen. Deren relativer Anteil ist abingig von der Salzkonzentration (schwarz 300 mM,
rot 25 mM NacCl).

4.1.3 Bindungskinetik in Abhangigkeit der Magnesium konzentration

Magnesium spielt in kleinen G-Proteinen sowohl fiile Bindung von GTP als auch flr
dessen Hydrolyse eine entscheidende Rolle. MeBi@+Broteinstrukturen zeigen, dass es als
Kofaktor in der Bindungstasche Sauerstoffatome [Hasnd y-Phosphats koordiniert und in
dieser Weise das gebundene GTP stabiliiBamit hat Magnesium markanten Einfluss auf
die Bindungskinetik verschiedener menschlicher Rhateine’% Die Auswirkungen auf
die Kinetik der Assoziation und Dissoziation von 5Atto und Ms-Racl sind daher in
Abhangigkeit von der Konzentration an freiem Magmesuntersucht worden.
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Die Messungen wurden mit einer Proteinkonzentratiom 20,6 M in HBSMD-Puffer und
300 mM NacCl durchgefuhrt. Zur Einstellung der Konization des freien Magnesiums ist der
Komplexbildner EDTA zugesetzt worden, der den Andeis flir das Protein zugénglichen
Magnesiums von 5 mM auf wenige UM reduziert. Diwggige Mg-Konzentration wurde
durch das Programm winmaxc¢32unter Verwendung von K= 2,4 pM bei pH 7,5 und
22 °C berechnet zu 3,5, 6,7, 12,2 sowie 395 uM.eB@Géger der direkten Zugabe der
entsprechenden Menge an Magnesium in den Puffediesés Verfahren einen Vorteil, der
insbesondere bei den hier notwendigen Konzentratiom niedrigen mikromolaren Bereich
zum tragen kommt: Es besteht eine hohe Affinitdisehhen G-Proteinen und Magnesium mit
einer Ky von einigen pM?>'% so dass mit dem in HBSMD gelagerten Protein in die
Messlosung eine mindestens aquimolare Menge an &sagn (20,6 uM) eingebracht und
kleinere Werte nicht zugénglich sind. Bei der hgewahlten Methode werden durch die
grof3en Konzentrationen sowohl an Magnesium als andBDTA solche Effekte abgepuffert.
Damit haben sie zu vernachlassigende Auswirkungédia Gleichgewichtskonzentration an
freiem Magnesium, die so genau bestimmt werden.kann
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Abb. 20 Bindungskinetik des GTP in Abhangigkeit der Magnesiumkonzentration, die Kurven sind
versetzt dargestellt, um den Startpunkt der Dissoaition zu synchronisieren. Hierzu wurde ein 1000facdr
Uberschuss an ungelabeltem GTP zugesetzt (Pfeil).

Die Auswertung der FCS-Daten zeigt, dass der Antedes von monomerem Ms-Racl
gebundenen GTP-Atto abhangig von der Reaktionsdaasteigt (Abb. 20). Fur
Magnesiumkonzentrationen> 6,7 uM ist ein exponentieller Verlauf gemaR

Y =Y, {i-exp-t/7)) Formel 38

mit einer Zeitkonstante und einem EndwelNjna zu beobachten. Die Zeitkonstante sinkt mit
fallender Konzentration an Magnesium (Tabelle 8¥lass bei 3,5 UM ein instantaner Sprung
auf den Gleichgewichtswert auftritt, da die Methéteaktionen dieser Geschwindigkeit nicht
mehr auflésen kann (Messbeginn ca. 40 s nach ZyigBke exponentielle Verlauf deutet auf
eine Reaktion pseudo-erster Ordnung hin, was ine&abht der verglichen mit GTP-Atto
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(ca. 20 nM) um mehrere Zehnerpotenzen héheren Kiramn an Ms-Racl zu erwarten ist.
Eine genauere Diskussion der Reaktionskinetik timlélgenden Abschnitt statt.

Die Dissoziation wurde nach Erreichen des Bindulgjsiggewichts durch Zugabe eines
1000fachen Uberschusses an ungelabeltem GTP iipitiierch das freie Bindungsstellen des
Proteins blockiert werden. Der Bindungsgrad des -@fB nimmt daraufhin exponentiell mit
einer Zeitkonstantdyiss ab, wobei die Reaktion bei kleinen Magnesiumkotragionen
wiederum am schnellsten verlaufen (Tabelle 8). Kawn als Indiz daflr gewertet werden,
dass der Dissoziation von GTP die des Magnesiumsuggeht. Diese verlauft bei kleinen
Mg-Konzentrationen schneller, da eine Rickreaktiealtener auftritt. Eine solche
Dissoziationsreihenfolge wurde fir Racl und Raslmésben und deutet moglicherweise
einem allgemeiner giiltigen Mechanismus’ader geman den hier beschriebenen Messungen
auch bei pflanzlichen Proteinen vorkommen kann.elinsolchen Verhalten kann eine
biologische Relevanz zukommen, wenn man bedenks idavivo der Austausch des GDP
gegen GTP durch weitere Proteine kontrolliert ugtldn diesem Fall bewirkt die Interaktion
mit einem GEF-Protein unter anderem die Verdrangdeg Magnesiums, wodurch das
gebundene GDP leichter dissoziieren k&R GEFs sind auch in Pflanzen identifiziert
wordert®” und haben dort wahrscheinlich einen ahnlichen Wigsmechanismu§®

[Mg] / UM | tass/ min tgiss/ MiN Kgiss/ min™
3,5 3,7+ 1,1| 0,27 £0,04
6,7 2,3+0,2 11,5+ 2,9 0,09+0,02
12,2 3,5x0,7 158+ 0,6 0,060,001
395,0 6,0+2,1 450+24, 0,02+0,02

Tabelle 8: Bindungskinetik des GTP in Abhangigkeitder Magnesiumkonzentration, Mittelwert + SD,
jeweils 3 Messungen

Betrachtet man die off-Ratgiss als Funktion der Magnesiumkonzentration (Abb. 2\ tet
sich ein hyperbolischer Verlauf an. Auch dieseshdlen deckt sich mit den publizierten
Daten des Hs-Radlwie auch Ras (hier Dissoziation von GE®}¥o dass bei einer groReren
Anzahl an Messpunkten die off-Rate des Magnesiunsseiner gefitteten Kurve bestimmt
werden kann.
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4.1.4 Thermodynamik und Kinetik

Die zentralen GroRen, die eine Bindungsreaktion rattiarisieren, sind die
Dissoziationskonstante Ksowie die kinetischen on- und off-Raten. DieseaRater sind
durch FCS-Messungen fur Ms-Racl und GTP-Atto bestinmvorden. Dazu wurde der
zeitliche Verlauf der GTP-Bindung verfolgt und fiwerschiedene Konzentrationen an
Ms-Racl ausgewertet. Die Messungen wurden in HBSMD300 mM NaCl durchgefiihrt,
so dass das Protein weitgehend in monomerer Forlagv@ur Auswertung kam nur der von
den Monomeren gebundene Anteil des GTP-Atto. Wieeitee im vorigen Kapitel
beschrieben, kommt es wahrend der Reaktion zu eme@iabhéngigen Zunahme des
Bindungsgrades gemald Formel 3na und T sind abhangig von der Konzentration des
Ms-Rac1l, wodurch die thermodynamischen und kinetisdParameter zu bestimmen sind.

704
60+
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Bindungsgrad Y [%]

20

104
v K D
— T T T T T T T T T T T T T T T T
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45

c(Ms-Racl) [uM]

Abb. 22 Der Bindungsgrad Y von GTP-Atto in Abhangidkeit der Konzentration an Ms-Racl. Die
Dissoziationskonstante kg betragt 18,3 uM.

Eine Auftragung vorYsny gegen die Proteinkonzentration zeigt einen hydesdioen Verlauf
(Abb. 22), der durch folgende Gleichung in Abhakgig von den Ausgangskonzentrationen
an GTP-Atto[GTP], und Ms-RacIRac], beschrieben wird*°

_Kp# [Rado + [GTP]O _\/(KD + [Rado +[GTP]0)2 _4[Rado[GTP]o
et JGTH,

Y Formel 39

Damit ergibt sich fur die Dissoziationskonstantg éine Grol3e von 18,3 = 1,1 uM. Andere
G-Proteine weisen meist deutlich kleinere Wertepioo- und nanomolaren Bereich afft,
beispielsweise 240 nM fiir Hs-Rat’f.Man kann davon ausgehen, dass auch Ms-Racl eine
signifikant héhere Affinitat zu GTP aufweist als skeAuswertung anzeigt. Die Differenz ist
hier weitgehend durch eine unterschiedliche Préjparales Proteins zu erklaren. Aufgrund
ihrer hohen Affinitat zu Guanin-Nucleotiden werdé&hProteine mit einem intrinsisch
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gebundenen GDP-Molekiil isoliert (nach der Hydrolgiss GTP zu GDP verbleibt dieses in
der Bindungstasche). In Anbetracht der grol3en Msign&konzentration in dem zur
Aufreinigung eingesetzten Puffer erfolgt eine D®aton nur langsam und bei wenigen
Proteinen. Somit ist der Anteil des Apo-Proteirgas heil3t des Ms-Rac1l, das zur Bindung
von GTP-Atto zur Verfugung steht - begrenzt. Dad&tkden vergleichsweise niedrigen
maximal erreichbaren Bindungsgrad der GTP-Atto van6® % auch bei einer relativ hohen
eingesetzten Proteinkonzentration.

Fur die Entfernung des GDP sind hinsichtlich and&d?roteine Methoden beschrieben, die
meist die beschleunigte Dissoziation in magnesiemfin Medium ausnutzen und eine
Abtrennung des GDP durch Membranfiltration oderlyzia beinhaltei?®*** Da der Einfluss
des Magnesiums auch bei Ms-Racl nachgewiesen wekdente, wurde ein solches
Verfahren hier evaluiert. Dabei hat sich herausdistdass das solcherart behandelte
Ms-Racl keine GTP-Bindung mehr zeigt. Die Ursachgirdaegt wahrscheinlich in der
Stabilitat des Proteins begriindet, die fur Apo-&ir@ allgemein als sehr gering beschrieben
wird. Beispielsweise besitzt nucleotidfreies huegmiRas bei 25°C eine Halbwertszeit von
ca. 2h*'! Aus diesem Grund ist bei dem Protein, das fiir RiS-Untersuchungen bereit
gestellt wurde, auf die Entfernung des GDP verzichterden. Die in diesem Fall zur
Verfiigung stehenden Mittel zur Praparation von én@n sind begrenzt und haben sich als
nicht ausreichend erwiesen, aktives Ms-Rac1l ineuiifreier Form zu praparieren.

Die gemessene Dissoziationskonstante fir Ms-Racbimsit als oberer Grenzwert fir diesen
Parameter zu verstehen und erweitert die bislandiegem Protein verfiigbaren Ergebnisse,
die diese wichtige GroRe nicht umfas$éBabei untersteichen die Messungen selbst die gute
Eignung von FCS zur Untersuchung der GTP-Bindung @iProteinen. Der geringe
Probenbedarf von wenigen pl ist insbesondere bkiheo sensiblen Proben gegentber
anderen Methoden ein Vorteil und kann damit sogainrend der Praparation zur Kontrolle
der einzelnen Schritte genutzt werden.

Zur Charakterisierung der Kinetik der Bindungsreaktwird der zeitliche Verlauf der
Reaktion verfolgt. Dieser ist wie schon bei redueie Magnesiumkonzentration auch bei
5mM Magnesium durch eine Exponentialfunktion zuchesiben (Formel 38). Daraus
kénnen Erkenntnisse hinsichtlich der zugrunde lidgen Reaktionsordnung gewonnen
werden. Eine solche Zeitabhéngigkeit — oder eher kiieespondierende exponentielle
Abnahme der Konzentration des freien GTP-Atto -bateiner Reaktion erster Ordnung zu
beobachte*? Im hier vorliegenden Fall ist von einer Reaktiosepdo-erster Ordnung
auszugehen, da auch der Bindungspartner Ms-Radiktzachten ist. Dessen Konzentration
Ubersteigt die des GTP-Atto allerdings um ein Viglies, so dass man sie wahrend der
Reaktion als konstant annehmen kann. In diesem ifallie inverse Relaxationszeittl/
proportional zur Konzentration des Ms-Racl und @imbt die Bestimmung der beiden
Geschwindigkeitskonstantégss undkgiss gemafd der Gleichung:

% = kdiss + kaSS [ﬁMs— Rad_] Formel 40

Die gemessenen Werte zeigen wie erwartet einehewolitnearen Zusammenhang (Abb. 23),
was einen experimentellen Beleg fir die angenommniReaktionsordnung darstellt. Die
Geschwindigkeitskonstanten betragen dagpit= 0,018 miri* undkass= 0,004 (uM*min)".
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Abb. 23 Auswertung der Reaktionskinetik: Die inverg Relaxationszeitr ist linear von der Konzentration
an Ms-Racl abhéngig und erlaubt die Bestimmung voRg;ss Sowie ks

Die GroR3e vorkssswird dabei auch durch die Proteinkonzentratiortibest, die wie schon in
Hinblick auf die Dissoziationskonstantép dargelegt wurde, hier effektiv niedriger
anzunehmen ist. Daher sind 0,004 (uM*rim)s unterer Grenzwert fligsszu verstehen. Der
Parametelkyiss ist von diesem Effekt unabhangig und enthélt erisiedmde Informationen
uber die Wechselwirkung von Ms-Racl und GTP, widolgenden Analysen gezeigt wird.
Vergleicht man die auf diese Weise bestimmte otieRait der direkt gemessenen (bei der
groRten Magnesiumkonzentration von 395 puM), erkenah eine Ubereinstimmung beider
Werte. Dieses Resultat ist eine klare Bestatigueg Efgebnisse, die einerseits durch die
direkte Messung sowie auch die lineare Regressidmlten wurden. Eine solche
Vergleichbarkeit ist in Anbetracht der unterschigttn Konzentration des Magnesiums bei
beiden Methoden natirlich zu Uberprifen. In Anldttaler (wahrscheinlich) hyperbolischen
Abhangigkeit der off-Rate von der Magnesiumkonzaian (Abb. 21) liegt es nahe, dass der
Einfluss der Magnesiumkonzentration auf die Disdamades GTP-Atto sich oberhalb von
ca. 400 uM nicht mehr signifikant andert. Auch d&@nn dieses Ergebnis nun einen Beweis
liefern. Darliber hinaus ist der Wert der hier besiten off-Rate in guter Ubereinstimmung
mit dem anderer G-Proteine, so wurde fir das hunHsi®acl bei 10 mM Magnesium
kgiss= 0.031 mift ermittelt’®® Dieser Wert verdeutlicht nochmals die markante Hiomie,
die zwischen dem humanen und dem pflanzlichen iArbesteht.

4.1.5 Zusammenfassung

Durch die experimentellen Ergebnisse dieser Arlstitie Bindungsreaktion zwischen dem
pflanzlichen Protein Ms-Racl und GTP-Atto umfassemtiarakterisiert worden.
Thermodynamische und kinetische Parameter wurdechda€S bestimmt und es ist eine
obere Grenze von 18,3 uM fir die Dissoziationskamst K sowie eine off-Rate von
0,018 mift in guter Ubereinstimmung mit dem homologen humaientein Hs-Racl
gemessen worden. Die Bedeutung von Magnesium alakkw der GTP-Bindung wurde
evaluiert und es konnten gesteigerte Reaktionsriagereiner reduzierten Konzentration an
Magnesium festgestellt werden. Darlber hinaus wudde Bildung von funktionalen
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Homo-Oligomeren durch das Protein Ms-Racl in Ablgkedt von der lonenstarke belegt.
Ein solcher Vorgang ist fur das humane Hs-Racl betwn und wird durch eine
polybasische Aminosduresequenz hervorgerufen, lthase bei Ms-Racl vorkommt. Damit
eroffnen sich komplexere Interaktionsmdoglichkeiteur Kontrolle der Signaltransduktion
durch Ms-Racl. Diese Resultate stellen den expetigtien Beleg fur die funktionale
Homologie des pflanzlichen Ms-Racl zu den humanerRBicl und Hs-Rac2 dar, die
aufgrund struktureller Daten vermutet wurde. DienBfarmdglichkeit von Erkenntnissen aus
tierischen auf pflanzliche Signalwege wird so um@wert und weitere Untersuchungen
stimuliert. Beispielsweise stellt eine Erweiterurgs bestehenden Systems zur Analyse der
Interaktion von Ms-Racl mit Rho-GDI ein vielversgiiendes und realistisches Konzept dar.
Dabei waren nicht nur der Einfluss auf die Bindumgstik leicht zu messen sondern auch
eine mogliche Dissoziation der Oligomere von Ms-Rdarch die Interaktion mit Rho-GDI.

Diese Arbeit stellt eine der ersten Studien zurednichung der GTP-Bindung an kleinen
G-Proteinen mittels FCS dar und die Technik hat dadbei als ein sehr geeignetes Instrument
erwiesen, das vielschichtige Informationen liefétében der Bindung des Liganden werden
photophysikalische und hydrodynamische Parametdimnet, die in dieser Kombination mit
anderen Methoden schwer zu realisieren sind. Dasggebendtigte Testvolumen macht FCS
geeignet fur kostbare und empfindliche Proben (Wm@o-Proteine). Weiterhin ist eine
Messung in lebenden Zellen méglich, so dass diesalieiten Proben gewonnenen Resultate
mit derselben Methode am zellularen System Uberpréifden kdnnen.
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4.2 Wechselwirkungen zwischen Nanopartikeln und Ze  llen

4.2.1 Eigenschaften der Nanopartikel

Im Rahmen des Projektes NanoCare wurde eine Viekalzumeist metalloxidischen NP
synthetisiert, die nach einer umfassenden Chaisidemg den verschiedenen biologischen
Test unterzogen wurden. Im Hinblick auf die Chamagierung der NP liefert die
Rasterkraftmikroskopie dreidimensionale Darstelemgdie tber die Ublicherweise von den
Partikelherstellern durchgefuhrten elektronenmikopgschen Untersuchungen
hinausgehende Informationen enthalten. So lasseim @berflachenstrukturen einzelner
Partikel analysieren und mit Umgebungsbedingungemekeren (Proteinadsorption). Die
Form auch der koagulierten NP wird detailliert vessen und lasst Ruckschlisse auf
Veranderungen der Agglomerate beispielsweise wahden Trocknung einer Dispersion zu.
Weiterhin sind Statistiken der 3D-Grofl3enverteiluthgy Partikel und deren Agglomerate
zuganglich.

Die Mehrzahl der untersuchten NP wird durch Realetioin der Gasphase hergestellt, wobei
die eingesetzten Temperaturen in der Regel zu rmoteessen und der Bildung von
Aggregaten fuhren. Diese Strukturen lassen sidtemweiteren Behandlung nicht wieder in
Primarpartikel zerlegen. Im Gegensatz dazu entstebei der Herstellung durch
Flissigphasenprozesse NP, die in einem geeigneteliul als einzelne Primarpartikel stabil
sind. Dabei spielen der pH-Wert der Dispersion abach an der Partikeloberflache
gebundene Molekiile (z.B. Polyoxasaure als Statnlis&ine Rolle. Das ist am Beispiel von
TiO,-Partikeln deutlich erkennbar, da hier Proben glkeicchemischer Zusammensetzung
vorliegen, die nach unterschiedlichen Verfahrendpetert wurden (Abb. 24a, b). Zur
Stabilisierung dieser beiden Proben wurde nur 1 HINO; eingesetzt. Ein Gaul3-Fit der
GroRRenverteilung von Tiaus der Flussigphase (Abb. 24d) ergibt fir dienBrpartikel
einen mittleren Durchmesser von 5,1 £ 0,9 nm. Abehhéherer VergroR3erung sind flr in
der Gasphase erzeugtes Tikaum einzelne Priméarpartikel erkennbar, was sich dan
Herstellerangaben deckt. Denen zufolge betréagtadeand von elektronenmikroskopischen
Daten ermittelte Durchmessersgdder Primarteilchen 27,2 nfhDie in AFM-Aufnahmen
vermessene mittlere Hohe liegt mit 63 £ 40 nm fbbA24c erwartungsgemal dartiber, da es
sich hier um Cluster von NP handelt.

° Herstellerangabe fir Partikel des Typs P25
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Abb. 24 AFM-Amplitudenbild von TiO »-NP aus 1mM HNQ; auf Glimmer aufgetrocknet, NP aus
Gasphasensynthese zeigen eine aggregierte Form (&0, (Typ 1.2)), wahrend NP aus
Flissigphasensynthese weitgehend als Primarpartikebrliegen (b). Verteilung der maximalen Héhe der
einzelnen Aggregate bzw. Partikel aus Gasphasenshese (c) und Flussigphasensynthese (d).

Die Aggregation von NP wahrend der Synthese fuhat praktisch irreversiblen

Veranderungen der Anordnung der Partikel, die adashVerhalten in Dispersionen und bei
der Interaktion mit biologischen Zellen beeinflusdemn. Davon zu unterscheiden ist die
reversible Agglomeration, die nach der Produkticer éPartikel einsetzt und durch die
Umgebungsbedingungen und Praparationsschritte uns Kontakt mit den Zellen bedingt
ist>*3 Fir die hier durchgefiihrten Untersuchungen sind Bartikeleigenschaften in

wassriger Dispersion ausschlaggebend, die beismile das hydrodynamische Verhalten
der NP wahrend der Inkubation der Zellen definiecgter die Bindung und mdgliche
Aufnahmewege in die Zelle beeinflussen kénnen. Dablen im Folgenden einige wichtige
Parameter dargestellt werden.
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Agglomeration in Abhangigkeit des pH-Wertes

Fur die Stabilitat einer Dispersion ist die Ladutey Partikel von grol3er Bedeutung, da sie
eine langreichweitige Absto3ung zwischen den NPmitezln kann. Bei in Wasser
dispergierten Metalloxiden (M=0) tragt die Partidetrflache M-O-H Bindungen, die
hydrolysiert vorliegen koénnen, wobei dieser Vorgaaphangig vom pH-Wert des
umgebenden Mediums ist. Die an Ge&®artikeln durchgefiihrten Messungen verdeutlichen
die Auswirkungen auf die Agglomeratbildung. Prinelp sind folgende Reaktionen in
wassriger Umgebung moglich:

K1
M—O~ + H'=—*= M-OH
Formel 41
K2
M—OH + H'=—= M-OH;
Formel 42

Abb. 25 AFM-Topographie von NP: CeQ (Typ 3.2) in H,O dispergiert bei pH 2, 3, 4, 5-6, 10 und nach
Auftrocknen abgebildet”

Die Abbildungen zeigen, dass bei niedrigen pH-Werten 2 — 3 die NP weitgehend in
kleinen Einheiten vorliegen, bei denen es sich wdtgiglich um Aggregate handelt. Mit
steigendem pH-Wert nimmt die GrOoRe der Einheiten was auf eine Agglomeration
zurtckzufiihren ist. Das zeta-Potential der Partikiebei niedrigen pH-Werten positiv, fallt
mit steigendem pH-Wert ab und erreicht am Isoekttten Punkt O V. Damit kann die

P Diese AFM-Messungen wurden im Rahmen einer vonamgeleiteten Bachelorarbeit von Herrn Nils Flakche
durchgefiihrt.

68



elektrostatische AbstoRung die attraktiven Van\dexals Kréafte nicht mehr kompensieren
und die NP agglomerieren. Mit weiter steigendem\ElH sollten die NP ein negatives zeta-
Potential annehmen, das wiederum der Agglomeraiagegen wirkt. Im hier untersuchten
pH-Bereich ist das noch nicht zu erkennen, allganka@nn man davon ausgehen, dass ein
Betrag des zeta-Potentials von mindestens 30 m\ielnezgsweise eine Differenz des
pH-Wert zum Isoelektrischen Punkt von mindesteri&rheiten fir die Stabilisierung einer
Dispersion notwendig sint. Solche Untersuchungen sind zur Charakterisierueig NP
hilfreich in Hinblick auf geeignete Dispersionsreittind technische Anwendungen. Im Fokus
der weiteren Untersuchungen stehen Wechselwirkumgi¢ biologischen Zellen, wodurch
der pH-Wert durch die physiologischen Kultivierubgdingungen auf 7,4 determiniert ist.

Das zeta-Potential ist von den Ladungen der Péobkeflache abhangig, die in salzhaltigen
Losungen von Gegenionen teilweise kompensiert werde&n weiterer Effekt ist die
Reduzierung der Dicke der Stern-Doppelschicht,rditidle von Gegenionen, welche sich an
die Grenzflache zwischen dem NP und dem Mediumhdiet. Hier spielt die lonenstarke
eine entscheidende Rolle, wobei gerade der Einflashrwertiger lonen (z.B. Calcium,
Magnesium, Phosphat, Sulfat) von Bedeutung ists sé nicht nur aufgrund ihres relativ
hohen Beitrags zur lonenstarke der Fall, sondech avegen einer mdglicherweise festeren
Bindung mehrfach geladener Gegenionen an der PBhti&rflache, die Uber die
Wechselwirkungen mit monovalenten lonen hinaustfeiir die Untersuchungen an
lebenden Zellen sind physiologische Medien notwgndie verschiedene Salze enthalten und
eine relativ hohe lonenstarke aufweisen. Da eirstesyatische Analyse aller Inhaltsstoffe
damit sehr zeitaufwendig wére, sind von Projektpari exemplarisch drei NP in
verschiedenen Medien untersucht worden. ObwohN&ien H,O stark unterschiedliche zeta-
Potentiale aufweisen (TgO-24 mV, CeQ@ +26 mV, ZrQ +52 mV), betrdgt der Wert in
salzhaltigen Puffern und Kulturmedien zwischen #8l 10 mV fir alle Partikef Dieser
Befund hat Implikationen fir die Interpretation der Weiteren beschriebenen Messungen
der Bindungskréafte der NP auf Zelloberflachen (K4®.4). Weiterhin wurden in dem
Kulturmedium DMEM fur die drei NP mittlere Agglomeégadf3en von 10 — 50 pm
Durchmesser bestimmt, was klar den beschriebenektifer Inhaltsstoffe des Mediums auf
die NP-Dispersion heraussteit.

Agglomeration in Abhangigkeit von Proteinen im Meadn

Neben elektrostatischen Wechselwirkungen kénneh sterische Effekte die Stabilitat der
NP-Dispersion erhéhen. Auf der Partikeloberflachgedagerte Polymere wie beispielweise
PEG oder im Fall von ZrDeiner Polyoxasaure verhindern in®die Agglomeratiori? In
stark salzhaltigen Medien nimmt dieser Einflussvaie, fiir ZrO, in DMEM gezeigt wurdé®
Kulturmedien enthalten neben Salzen und Aminoséw#nauch Proteine, die fur das
Zellwachstum essentiell sind und meist aus fotaldiberserum (FCS) stammen. Auch
diese konnen an Oberflachen adsorbieren, was blggise fir das enthaltene
Rinderserumalbumin (BSA) bekannt ist. BSA wird dahe biologischen Tests haufig zur
Blockierung weiterer Adsorption an GefaBwanden gena ein Zusatz von 10 % FCS zum
Medium in der Zellkultur Ublich ist, wurden Messemgin RPMI ohne und mit 10 % FCS
durchgefuhrt. Bei zu erwartenden AgglomeratgroderBereich > 10 um in Kulturmedium
ist AFM als Methode zur Vermessung wenig geeigdaher wurden Lichtmikroskopische
Aufnahmen herangezogen (Abb. 27). Das untersuchiemB bildet in RPMI viele
Agglomerate einer GroéRe von ca. 1 — 20 um, wahmeridPMI mit 10 % FCS der Antell
<5 um Uberwiegt. Es zeigt sich damit eindeutig,sddie in FCS enthaltenen Proteine die
mittlere Agglomeratgrol3e reduzieren. Eine quarnvigafnalyse erfordert Methoden, die die
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Gesamtheit der in der Probe vorliegenden NP undlohgerate erfassen kdénnen. In der
Studie von Schulze et. al. wurde mittels AnalytesciUltrazentrifugation fir die drei
untersuchten NP-Typen (T¥0CeQ, ZrO,) eine klare Abhangigkeit der Agglomeratgrofl3e
von der FCS-Konzentration im Medium festgestelln Fusatz von 10 % FCS fluhrte zu
mittleren Agglomeratgréf3en (d50) von 200 — 2000 m1,00 % FCS sank die GroR3e bis in
den Bereich von ca. 50 nm, so dass vermehrt atctéRrartikel vorliegeri®

T T T = ¢ , e TiO2
100000 + A . Zro2
A CeO2
[ ]
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| | aser diffraction
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Abb. 26 Durchmesser der NP-Agglomerate in Kulturmedim fallt mit steigender Konzentration an FCS.
(aus Schulze et. af)

1 =T i 5 ] 4 o

Abb. 27 Lichtmikroskopie Bohmit (Typ 5.2): AgglomeratgroRe in RPMI-Kulturmedium ohne FCS (links)
mit 10% FCS (rechts) nach 24 h Rihren.

Hier stellt sich die Fragen, ob eine Adsorption J@roteinen auf der Partikeloberflache
ausschlaggebend ist, wie grol3 der Bedeckungsgna®@lerflache ist und welche Proteine
beteiligt sind (Blutplasma als Quelle von FCS ehth&3700 verschiedene Protetf. Die
Vermessung von Proteinen auf Oberflachen mittelsSMAf#wurde bereits an Ms-Racl
demonstriert (Kap. 4.1.2) und wird hier als Methoelealuiert. Da die meisten NP im
Unterschied zu Glimmer keine ebene sondern einarsgahe Oberflache aufweisen, wurden
hierfir die stabchenférmigen NP aus Hydroxylapaiisgewahlt. Diese zeigen eine
polygonale Form, so dass die Messungen auf denlgei@eitenflachen durchgefihrt wurden
(Abb. 28). Die Partikel wurden in 4@ oder Kulturmedium mit 10 % FCS inkubiert, auf
Glimmer aufgebracht und nach Waschen m®Hinter Umgebungsbedingungen untersucht.
Die in FCS-haltigem Medium inkubierten NP besiteame erkennbar raue Oberflache, wobei
die Unebenheiten eine HOhe von ca. 1 — 2 nm auénaifid damit in einem Bereich liegen,
der fur Proteine wie BSA zu erwarten it Aufgrund der hohen Bedeckung der Oberflache
und der Faltung mit der Spitzengeometrie ware aiicheilweise grofRerer Durchmesser der
Proteine moglich. Der Vergleich mit den in,® dispergierten NP zeigt, dass deren
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Oberflache ebenfalls Unebenheiten aufweist. Diegel $allen jedoch kleiner aus und
kommen insbesondere seltener auf der Oberflachealoes bei mit FCS inkubierten NP der
Fall ist (Abb. 28b, e). Es ist somit davon auszugeltass die detektierten Unebenheiten
zumindest teilweise adsorbierte Proteine darstell@e Seitenflachen der NP sind auch bei
dem untersuchten Hydroxylapatit unregelmafig getyv@lb dass eine Rauheitsanalyse oder
ein Histogramm der Proteingr63en durch die GedwltPartikel beeinflusst wirde und daher
hier nicht zum Einsatz kommen kann. Im Vergleichudadaubt der konstante Durchmesser
beispielsweise von Kohlenstoffnanoréhrchen eineek&aZuordnung von adsorbiertem BSA
auf MWCNT in einer vergleichbaren Studfé.Die Verwendung von AFM-Spitzen mit
kleinerem Krimmungsradius wie es durch Applikatwam CNT an der Spitze erreichbar ist,
kann Wege zur Untersuchung von weiteren und gdfasgchen NP erdffnen, wobei auch
hier die Rauhigkeit der natirlichen Oberflache =aribksichtigen ist. Diese ist bislang
anhand von AFM-Untersuchungen (wie auch vorliegagnd&M-Messungen durch die
Hersteller) kaum abzuschatzen. Eine Identifikati@m \adsorbierten Proteinen anhand des
Phasensignals ist in Betracht zu ziehen. Fur diendyefiihrten Messungen an Hydroxylapatit
ergibt sich hier kein ausreichender Kontrast, dereine Unterscheidung von Proteinen und
Partikeloberflache nétig ware. Das kdnnte sowohl ganzliches Fehlen von Proteinen als
auch eine vollstandige Bedeckung der Oberflacheeigan. Aufgrund der vorherigen
Analysen ist die zweite Interpretation die wahrsahehere.
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Abb. 28 AFM-Topographie: Hydroxylapatit-NP in H,0 (a — ¢) und in FCS-haltigem Medium (d, e) inkulert.
Hoéhenprofil parallel (b, €) und quer (c) zur Langsabse der Partikel
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Die Adsorption von Proteinen an NP stellt einen aiyischen Prozess dar, bei dem die
Lebensdauer der Komplexe mit verschiedenen PratéineBereich von ps bis Tagen li€dt.
Proteine geringer Konzentration aber groRerer A#in konnen mit der Zeit hoher
konzentrierte Proteine ersetztéfiDa die Dispergierung der NP durch Rihren tiber 2% h
jeweiligen Medium durchgefuhrt wurde, ist davonzaugehen, dass die mogliche Bedeckung
der Partikel mit Proteinen sich nahe dem Gleichgktszustand befindet. Damit sind
reproduzierbare Ergebnisse méglich, insbesonderie was die Bindung und Aufnahme von
Partikeln durch Zellen betrifft. Diese kdnnten mitofeinen bedeckte Partikel durch
entsprechende Rezeptoren erkennen, was im Verglaicker Interaktion mit der natirlichen
Partikeloberflache zu einer veranderten ReaktionZadle fihren kann. Da toxikologische
Untersuchungen durd vitro Test in Kulturmedium mit FCS durchgefihrt werdest, die
Analyse sowohl der Art wie auch der Dichte von absoten Proteinen von grolder
Bedeutung fir die Aussage der Untersuchung undndeieertragbarkeit auf die Situation
in vivo.

Trocknung der Agglomerate

Die Charakterisierung der NP in wassriger Dispersierfolgt oft durch optische
Messmethoden wie etwa die Dynamische Lichtstreiing,> so dass die Eigenschaften der
Partikel unbeeinflusst bleiben. Fur mikroskopisétidildungen (LM, AFM, EM) ist dagegen
eine Immobilisierung auf einer Oberflache notwendigahrend fiur lichtmikroskopische
Untersuchungen die Unterlage lediglich eine defiai¢-okusebene sicherzustellen braucht,
ist bei AFM-Messungen eine gewisse mechanischeli&aler Verankerung notwendig, die
den — wenn auch schwachen — Kraften der scanneBgéme standhélt. Das kann die
Messungen in Flussigkeit erschweren. Im Fall der iEMn der Regel eine Trocknung der
Probe unumganglich.

In wassriger Dispersion ausgebildete NP-Agglomesat@imentieren aufgrund ihrer GroR3e
rasch und sind dabei lichtmikroskopisch zu verfolg@/ird beispielsweise ein Tropfen von
1 pl auf einer Glasoberflache aufgetragen, troclanein ca. 7 min ab. CefAgglomerate
(@ca. 1 — 10 um) kénnen sich dabei ca. 50 umdatem Rand des Tropfens bewegen,
bevor sie an der Glasoberflache anhaften. Um st@t@Agglomerate sammeln sich weitere
Agglomerate (Abb. 29).

Abb. 29 LM-Bild: Eintrocknen von CeO, (Typ 3.2) aus HO, nach 360 (a) und 400 s (b) in }@ sowie
430 s (c) abgetrocknet. Kleine Agglomerate bewegesich in Flissigkeit (Kreise), durch Eintrocknen
werden Agglomerate breiter (Pfeil). Skala 50 pm
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Agglomerierte NP werden durch relativ schwache VBebiirkungen (v. a. Van-der-Waals-
Kréafte) zusammengehalten. In einer Dispersion kirexe daher beispielsweise durch Rihren
oder Ultraschallbehandlung teilweise getrennt werdsei der Charakterisierung der Partikel
und deren Dispersionen durch EM oder AFM werden ogktrete Proben untersucht.
Wahrend bei Primarpartikeln und Aggregaten keimfitbaren Veranderungen zu erwarten
sind, ist die Frage zu klaren, ob die Gro3e odemRamn Agglomeraten durch die Trocknung
beeinflusst wird. Hierzu wurde eine Dispersion v@&( in H,O auf Glimmer aufgetrocknet
und untersucht. Die AFM-Abbildungen zeigen Aggloaterder NP, die meist eine flache
Form aufweisen (Abb. 30). Die Auswertung von AbBadTiO,) ergibt ein Verhéltnis der
HOohe zum lateralen Durchmesser von 0,37. Zudemndberfi sich die Randbereiche der
Agglomerate im Kontakt zur Glimmeroberflache, waerfalls auf eine Deformierung einer
urspringlich sphérischen Gestalt hinweist. Es ishedawahrscheinlich, dass die
Oberflachenspannung des Wassers beim Eintrocknefirdpens die Agglomerate auf die
Glimmeroberflache presst und dabei deformiert. /el Vorgange sind makroskopisch
anhand der LM-Abbildungen zu erkennen, wobei hiedogh aufgrund der geringeren
Vergro3erung auch Relativbewegungen einzelner Aggtate gegeneinander ursachlich sein
konnen. Die vergrolRerte Kontaktflache zwischen dieformierten NP-Agglomerat und der
Unterlage kann eine starkere Bindung vermittelndass die getrockneten Strukturen auch
einem Spulen standhalten und darauf @ Hbzubilden sind (Abb. 30).
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Abb. 30 AFM-Topographie CeQ, (Typ 3.2) Agglomerat auf Glimmer aufgetrocknet undin Wasser
abgebildet (a), das Hohenprofil (b) zeigt grolRe larale Ausdehnung bei relativ geringer Héhe

4.2.2 Eigenschaften der Zellen

Nachdem die Eigenschaften der Nanopartikel in Ablgkeif von verschiedenen Parametern
beschrieben wurden, soll nun der Fokus auf die eBellgelegt werden, deren
Wechselwirkungen mit den Partikeln zu untersuchan Wa die Inhalation von Stauben als
einer der wichtigsten Aufnahmewege von nanopasilarn Material in den menschlichen
Korper angesehen wird® sind hier Zelllinien untersucht worden, die dem gengewebe
entstammen. Es handelt sich dabei um Alveolarepgigieh Typ Il aus der Ratte (RLE-6TN)
sowie dem Menschen (A549). Diese wachsen als adligdiZellen auf dem Boden des
Kulturgefal3es und weisen eine flache Morphologieemmem lateralen Durchmesser von ca.
30 — 70 pum und einer Hohe von ca. 3 — 5 um aufuBdwdhaften sie hinreichend fest an der
Oberflache an und es ist eine Abbildung durch AHNhe eine vorausgehende Behandlung
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der Zelle moglich. Dies ist nicht selbstverstandlidh andere Zelllinien beispielsweise eine
Beschichtung der Oberflachen mit bestimmten Preteibendtigen, um Uberhaupt wachsen
zu kdnnen oder um sich aus einer Suspensionslaitaier Oberflache zu einem bestimmten
Zelltyp auszudifferenzierelt! Damit sind die gewahlten Zelllinien vergleichsveeis
unkompliziert nicht nur auf dem Boden von Kulturalgm sondern auch auf darin eingelegten
Deckglasern zu kultivieren und zu untersuchen.

Durch AFM lassen sich die Zellen unter verschiedergadingungen abbilden und
kraftspektroskopisch untersuchen. Das Spektrunmtrgmn lebenden Zellen in Kulturmedium
oder Puffer, was dem nativen Zustand sehr nahe koit@r chemisch fixierte Zellen in
verschiedenen wassrigen oder organischen Mediernhibizu getrockneten Zellen. Dabei
beeinflussen die Praparations- und Messbedingungdn nur die Probe sondern auch die
Messtechnik, so dass unterschiedliche Informatianegewinnen sind und die Bedingungen
der jeweiligen Fragestellung angepasst werden mugdee drei Messbedingungen sind in
dieser Studie evaluiert worden. Zu Beginn sollengei Charakteristika beschrieben werden,
die an lebenden Zellen zu beobachten sind.

Cytoskelett tierischer Zellen

Tierische Zellen besitzen eine Lipidmembran, die@g®sol von dem umgebenden Medium
separiert. Darunter befinden sich fibrillare Sturkroteine, die miteinander vernetzt das
Cytoskelett aufbauen (Mikrofilamente, Intermediarfiente und Mikrotubuli). Die Aufgaben

der Elemente des Cytoskeletts gehen Uber eine Bmfachanische Stitzfunktion hinaus
und umfassen auch die Definition der Gestalt ddéle4®orphologie), die Strukturierung des

intrazellularen Stofftransports und die Bewegung4idle selbst (Zellmotilitat).

Pflanzlichen Zellen oder Bakterien weisen andersi@lische Zellen eine feste Zellwand oder
einen hohen Innendruck auf, wodurch eine steifeiiieHund somit eine charakteristische
Form definiert wird (beispielsweise stdbchenformigeakterien, Kap. 4.3). Der
Elastizititsmodul lebender tierischer Zellen liegtBereich von 1 — 10 kP2 die Zelle ist
somit sehr leicht deformierbar. Die bei einer AFMe$dung ausgelbte vertikale Kraft
(Contact Mode ca. 50 — 400 pN) fuhrt dazu, dassSgiéze die Membran des augenblicklich
gescannten Bereiches bis zu einem gewissen Grddrdiéickt. Unter der Membran liegende
Elemente des Cytoskeletts bilden einen deutlich tesh@/iderstand fur die Spitze und treten
deshalb bei den Messungen als topographische Mékineavor. Die Membran wird daher
vergleichbar mit einem Tuch zwischen diesen Sk&takBiren aufgespannt. Ein solches
Verhalten ist am Beispiel einer RLE-6TN Zelle dettlerkennbar (Abb. 31). Im Bereich des
Zellkerns ist eine Hohe von etwa 4 um zu verzeiohneas einen typischen Wert fur die
untersuchten Zellen darstellt. Der Nucleus ist naabfRen hin umgeben von
Cytoskelettstrukturen, die diesem zentralen Beretdr Zelle mechanische Stabilitat
verleinen. Das Netzwerk erstreckt sich weiter Ibisdie Peripherie der Zelle, die deutlich
flacher ist. Das Profil (Abb. 31 b) zeigt dort eiH&he der Zelle von ca. 200 £ 100 nm. Da
das Cytoskelett an der Zelloberflache tUber Proteitte&ler Membran verankert ist, kann man
annehmen, dass die tatsachliche Hohe der Zelle diiedhilamente bestimmt wird. Demnach
kommt es zu einer Indentation von ca. 50 — 150 mmschen den einzelnen Elementen des
Cytoskeletts. Hierbei ist zu bedenken, dass dasd0Gykeine homogene Zusammensetzung
aufweist, da kleinere Organellen und mdglicherweisgtere Strukturelemente eingelagert
sind, die lokale Unterschiede des E-Moduls bewitké&mnen.

Neben der Aufrechterhaltung der Form einer Zelleehablikrofilamente und Mikrotubuli
auch eine Transportfunktion innerhalb der Zelle. §lden ein dreidimensionales Gerist,

74



entlang dem weitere Proteine eine durch ATP-Hydelgstriebene Bewegung durchfihren
kbnnen. Wahrend sich bei der Muskelkontraktion Miylllemente gegeniber
Aktinfilamenten verschieben, kommen hier dimere Blgmolekiile zum EinsafZ? Sie
transportieren dabei gebundene Stoffe bis hin zya@#llen und Vesikeln. In dieser Weise
ware auch die intrazellulare Bewegung aufgenommadrkel denkbar.
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Abb. 31 AFM-Topographie einer lebenden RLE-6TN Zek in Kulturmedium (ohne FCS) im Contact
Mode (a). Das Profil (rote Linie) verdeutlicht dieH6he der Zelle und der Cytoskelettstrukturen (b).

Bewegung der Zelle

Wie an der Abb. 31 deutlich wird, weisen Zellen lgudine unregelmaldige und teilweise
gestreckte Gestalt auf. Diese Formgebung wird dutieh Filamente hervorgerufen, die
verstarkt entlang der jeweiligen Richtung angeordied. Die Polymerisation von Aktin am
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Plus-Ende der Mikrofilamente fuhrt zu einem geritdtieWachstum. Hierdurch haben die
Zellen die Mdoglichkeit, sich beispielsweise nach dellteilung voneinander zu entfernen
oder auch gezielt nach Nahrung beziehungsweisedk@mern zu suchen (Chemotaxis), was
im Falle von Amoben oder bestimmten Leukozyten (&MBRkrophagen) der Fall ist. Die neu
gebildeten Mikrofilamente (und spater auch Mikratlipvernetzen sich untereinander und
verankern sich Uber Adhasionsproteinen an der &as&eite der Membran mit dem
Untergrund. Dinnfliissiges Cytoplasma (EktoplasmaRflin den Bereich nach so dass sich
Lamellipodien ausbilden. Diese Prozesse sind réaadrand erlauben durch den Abbau des
Cytoskeletts in anderen Teilen eine Bewegung ddeZElr die Kontrolle des Aufbaus der
Aktinfilamente sind unter anderem GTP-bindende HRmeteder Rho-Familie von
entscheidender Bedeutung. Besonders Racl, das aisolbges zu dem im ersten
Ergebnisteil behandelten pflanzlichen Ms-Rac1 gittan dieser Stelle zu nenn&much in
Pflanzen gibt es Hinweise auf &hnliche Funktionem entsprechenden Proteinéh.Die
Ausbildung eines Lamellipodiums ist anhand vonat#iingigen AFM-Messungen an einem
Fibroblasten zu beobachten (Abb. 32). Man erkeentlath die Bewegung der Zelle auf dem
Boden der Kulturschale, wobei zwischen den erstesi Aufnahmen (jeweils nach 8,5 min)
eine Ausdehnung der Zelle zu verzeichnen ist. Imenemt Teil des Bildes sind klar die
vernetzten Filamente des Cytoskeletts zu erkenneahrend in den Bereich des
Lamellipodiums feine strahlenartige Strukturen &ihr Bei diesen handelt es sich
wahrscheinlich um neu ausgebildete Mikrofilamenie,in die Wachstumsrichtung der Zelle
weisen. Die Hohe dieses neu gebildeten BereicheZalke betragt ca. 120 — 150 nm. Nach
weiteren 8,5 min haben sich das Lamellipodium undeTaer Zelle wieder zuriickgezogen
(Abb. 32c).

Abb. 32 Ausbildung eines Lamellipodiums durch einenFibroblasten (NIH-3T3). Abbildung auf einer
Kulturschale in DMEM / PBS 1:1 bei RT im Contact Maode (Deflection). Zeitlicher Abstand je 8,5 min. Im
unteren Teil der Zelle sind Cytoskelettstrukturen CS) erkennbar, im Bereich des Lamellipodiums
entstehen feinere Strukturen (MF) in der jeweiligenBewegungsrichtung der Zelle.

Anhand dieser Messungen wird deutlich, dass mit#fM biologische Zellen unter
weitgehend physiologischen Bedingungen untersuehnten konnen. Ganze Zellen wie auch
Ausschnitte daraus sind darstellbar. Die Zeitsk#dga Messungen erlaubt die Erfassung
zelldynamischer Prozesse im Bereich weniger Minutetierzu ist der Scanbereich
entsprechend auf einige pm? einzugrenzen. Das eéstiely moglich, wenn die zu
beobachtenden Prozesse auf der ganzen Zellobexfladar zumindest in grof3en Teilen
davon stattfinden. Kommen nur kleine Bereiche zotellsuchung in Frage, ist eine Auswahl
zu treffen, um das AFM entsprechend zu positionieFgir die Untersuchung der Bindung
und Aufnahme von Partikeln durch die Zelle bededsst, dass eine Vorauswahl zu treffen
ist. Die Partikel gelangen wahrend der Inkubationvallkiirlichen Stellen in Kontakt zur
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Zelle und eine Identifikation beispielsweise dutgbhtmikroskopie ist erst fir Agglomerate
im pm-Bereich mit akzeptabler Sicherheit moglichie D/erwendung von fluoreszent
markierten Nanopartikeln stellt eine sinnvolle Mmth zur Identifikation auch kleinerer
Partikel dar, durch die ein relevanter Scanberéicthdas AFM leicht festzulegen ist. Die
Kombination beider Techniken wird im Kapitel 4.2.2rgestellt. Die im Rahmen des
Projektes NanoCare zu untersuchenden Nanopartiéétrs industriell genutzte Substanzen
dar, die Uber keine geeigneten Fluoreszenzeigeftenh@. a. Absorption und Emission im
sichtbaren Bereich, hohe Fluoreszenzintensitatfigen. Aus diesem Grund wurden
Untersuchungen mit den Nanopartikeln an chemisgérfen Zellen durchgefuhrt.

4.2.3 Nanopartikel auf Zelloberflachen

Die Interaktion der Zellen mit Nanopartikeln begimmit der Bindung der NP auf der
Zelloberflache. Partikel, die daraufhin in die 2elufgenommen werden, kénnen dort eine
potentiell toxische Wirkung entfalten, was durchrsebiedene Partner des NanoCare-
Konsortiums untersucht wurde. Uber MechanismenRdetikelbindung und Aufnahme gibt
es bislang wenig allgemeingultige Informationenh®agilt es, Methoden zur Darstellung
und Identifizierung von auf Zelloberflichen gebumele NP zu evaluieren, wobei
insbesondere die Anwendbarkeit unter moglichstveatBedingungen von Bedeutung ist. So
ist eine Ubertragbarkeit der Ergebnisse auf andestv@dahren moglich, die gleichfalls
diesem Ziel verpflichtet sind und im hier durchdetén Projekt &hnliche
Versuchsbedingungen realisieren. Im Folgenden weddber Resultate dargestellt, die durch
AFM-Messungen von verschiedenen Nanopartikeln issngen Medien erhalten wurden.
Das Trocknen der Proben stellt eine weniger natiiteaon der Zellen dar, erlaubt
allerdings eine erhohte Auflosung der AFM-Darstefjean und ist fur SEM-Abbildungen
unumganglich. Die so erzielten Ergebnisse werdenchdie8end dargestellt und mit
Messungen in Flussigkeit korreliert.

Hierzu wurden die Zellen in einer Kulturschale mimer Dispersion der Partikel inkubiert,
ungebundene Partikel durch Waschen entfernt undZdilen darauf chemisch fixiert. Die
Fixierung friert gewissermal3en einen bestimmtentafus ein, so dass keine weiteren
Veradnderungen (wie beispielsweise auch die zuvaeclgklerten Bewegungen) der Zelle
stattfinden. Diese wird dabei dauerhaft konserviertd erlaubt so die Untersuchung der
Partikelbindung oder Partikelaufnahme zu einem noafien Zeitpunkt. Damit kdnnen
relevante Bereiche anhand eines Ubersichtsscagigisel werden und darauf auch mehrfach
und reproduzierbar vermessen werden. So lassen gebignete Parameter der
Gerateeinstellung bestimmen, um eine hohe AuflosiergDarstellungen zu erreichen. Das
ist insbesondere in Anbetracht der empfindlichene®ichenstruktur der Zellen von
Bedeutung. Hier kommt ein weiterer Vorteil der Eixing zum Tragen, da die kovalente
Vernetzung von Proteinen tber die darin vorkommersiainogruppen die gesamte Struktur
der Zelle mechanisch stabilisiert. Neben dem Cwletk verfiigt auch die
Cytoplasmamembran Uber eingelagerte Proteine, déametzung dazu fuhrt, dass sie durch
die AFM-Spitze weniger deformiert wird. Damit enispt die gemessene Topographie eher
der naturlichen Morphologie der Zelle. Der E-Model Zelle steigt daher typischerweise um
mindestens eine GroRenordnung auf ca. 100-¥Pa.
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GrolRe und Verteilung der NP-Agglomerate

Die Zellen werden mit NP inkubiert, wobei die Beglimgen den normalen
Kultivierungsbedingungen entsprechen. Die mdglicReaktionen der Zellen sind damit nur
durch die NP bedingt und unbeeinflusst von Veramogen des Mediums oder der
Temperatur. Das bedeutet, die NP liegen dispergieKulturmedium mit 10 % FCS vor.
Diese Bedingungen haben Einfluss auf die Agglomamadier NP, wie bereits in Kapitel 4.2.1
dargestellt wurde. Man kann also davon ausgehess, dia NP in der Dispersion zu Einheiten
von im Mittel ca. 200 — 2000 nm Durchmesser agghienen. Es gilt nun zu Uberprifen, ob
diese Strukturen auch von der Zelloberflache gebenmaerden.

Abb. 33 Zelle (RLE-6TN) mit NP CeQ (Typ 3.2) inkubiert in Puffer abgebildet. Die hoheAnzahl an
Protrusionen entsteht durch gebundene NP-Agglomerat (a). Der vergréRerte Ausschnitt (b) zeigt
NP-Agglomerate (Pfeile).

a

12.00‘|.|rn

48.80 um

Abb. 34 Zelle (RLE-6TN) ohne NP in Puffer abgebilde Die geringe Anzahl der Protrusionen wird durch
Microvilli hervorgerufen (a). Einige der Villi lieg en parallel zur Membran (b, Pfeile).
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Die fixierten Zellen zeigen wie die lebendig abdgétien Zellen eine unregelmaiige und
flache Gestalt, wobei allerdings die Oberflache mg®st makroskopisch eine weniger
ausgepragte Strukturierung aufweist. Cytoskeletieldge treten weniger deutlich hervor.
Dadurch wird die Auswertung von Unebenheiten deer@®¥che selbst und somit auch von
gebundenen Partikeln erleichtert. Auf mit NP inlarten Zellen sind deutlich Erhebungen
von bis zu mehreren 100 nm Ho6he erkennbar, diealate Dimensionen erreichen teilweise
1—- 2 um (Abb. 33). Damit stimmt ihre Gréf3e gut deim mittleren Durchmesser tberein,
der fir NP-Agglomerate zu erwarten ist.

Auch wenn das ein klares Indiz fur die Bindung W+Agglomeraten auf der Zelloberflache
ist, sind weitere Daten zur Identifikation der &twren als NP zu sammeln. Daher wurden in
gleicher weise Zellen untersucht, die nicht mit MRubiert, aber sonst identisch prapariert
wurden. Deren Oberflache zeigt einige Protrusiomia,eine Hohe von ca. 100 — 400 nm
aufweisen (Abb. 34). Diese sind auf AFM-Abbildungiketender Zellen nicht erkennbar
sondern treten erst nach der Fixierung auf. Diesek®iren basieren jedoch nicht auf
Artefakten, die beispielsweise durch Koaggulatiam Proteinen aufgrund der chemischen
Vernetzung entstehen kénnten, sondern stellen lizdu@irStrukturen der Zelle dar, die als
Microvilli bezeichnet werden. Dabei handelt es sioh filigrane schlauchartige Auslaufer der
Zelle von wenigen um L&nge. Sie bestehen vor alameinem Blndel von Aktinfilamenten,
das durch eine Membran umhllt und intrazellulédr sieim Cytoskelett verbunden ist. Wegen
dieses flexiblen Aufbaus kénnen sie der AFM-Sp#zsweichen, so dass sie an lebenden
Zellen nicht zu detektieren sind. Die chemischadfung versteift die Struktur soweit, dass
zumindest die Verankerung an der Zelle als Prairusirkennbar wird?! Die vollstéandige
Gestalt wird durch die Trocknung der Zelle sichtbad wird — wie auch eine mdgliche
Beteiligung an der Bindung der NP — spater gendis&utiert.

Die Grof3e der naturlichen Protrusionen und dergmnigrotrusionen, die potentiell durch die
NP-Agglomerate hervorgerufen werden Uberschneioit i Teilen. Eine Identifizierung
einzelner Strukturen als NP-Agglomerat ist fur gn@3Protrusionen (> 400 nm) moglich.
Wahrend NP-Agglomerate solche Dimensionen erreidi@men (Abb. 33b), ist das fiur
Microvilli nicht zu erwarten. Wie Messungen an gekneten Zellen zeigen werden, betragt
der Durchmesser der Microvilli ca. 50 — 100 nm. Bi®Re des Verankerungsbereichs an der
Zell, der nach der Fixierung erkennbar wird, istmdalateral begrenzt und durch die
Steifigkeit der Strukturen auch in der Hohe limitiSelten verlaufen die Microvilli teilweise
parallel zur Membran und sind direkt daran angeta@eb. 34b). Dadurch wird aber nur die
laterale Ausdehnung und nicht die Hohe beeinflusst.

Vergleicht man die Gesamtheit der Protrusionenredudle, wird klar, dass auf mit NP

inkubierten Zellen Protrusionen in einer signifikdritheren Dichte auftreten. Um diesen
Effekt zu quantifizieren, wurden einzelne Protrusiomittels der Partikelanalysefunktion der
SPIP-Software ausgewertet. Zusammenhangenden Bereieren maximale Hohe Gber dem
Grenzwert von 60 nm liegt, wurden als jeweils eiReotrusion gezéhlt. Da grol3ere
Unebenheiten der Oberflache und insbesondere ddked#e (Hohe ca. 4um) diese

Auswertung behindern, wurde fiir jeden Messpunkiiitelwert der Topographie berechnet
(basierend auf den umgebenden 21 x 21 Pixeln) wmdder Topographie abgezogen. So
erhalt man eine weitgehend ebene Flache, auf derdse Protrusionen deutlich und einzeln
abzeichnen. Dieses Verfahren wurde fir jeweils 3edemit und ohne NP durchgefuhrt und
die Ergebnisse gemittelt. Die Darstellung zeigt dbrierschied zwischen beiden Gruppen
(Abb. 35). Der Anteil an Protrusionen steigt mildader Hohe, was fur beide Gruppen gilt.
Dabei liegt die Dichte der Protrusionen bei mit MRubierten Zellen um den Faktor 3 Uber
der Dichte von unbehandelten Zellen. Wenn sich aeate Identifikation kleinerer

NP-Agglomerate allein anhand der AFM-Topographieeimzelfall nicht trivial ist, kann man

aufgrund dieses Ergebnisses davon ausgehen, dasteklizahl der Protrusionen gebundene
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NP-Agglomerate reprasentiert. Die Verteilung in ddimtogramm wird von Protrusionen im
Bereich um 100 nm dominiert. Hinsichtlich der latieion mit NP kann das einerseits
bedeuten, dass bevorzugt kleinere Agglomerate gkdsuwerden. Es ist weiterhin moglich,
dass durch eine teilweise Aufnahme in die Zelle adi¢ektierbare Hohe der Agglomerate
reduziert wird. Dieser Prozess ist anhand der digesetzten NP schwer zu verfolgen, wird
allerdings fur fluoreszierende Partikel dargestedtden. Es ist nicht auszuschlie3en, dass die
Messung der Hohe der Strukturen auf der Zellobeh#agerade in FlUssigkeit leichten
Schwankungen unterliegt. Da die Zelle in der Lagjedem wenn auch geringen Druck der
AFM-Spitze nachzugeben, ist es mdglich, dass digkgiren geringfiigig héher sind, als die
Messungen angeben. Bei den hier zugrundeliegendeeritdenten wurde im Contact-Mode
mit einer vertikalen Kraft von ca. 100 pN gearbeitwodurch solche Effekte minimiert
werden.
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I Zellen mit NP

0,16—-
0,14—-
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Abb. 35 Histogramm der Dichte an Protrusionen auf dr Oberflache von RLE-6TN Zellen mit / ohne NP
CeO, (Typ 3.2) inkubiert.

Hinsichtlich der Lokalisierung der NP auf der Zetlsigen die Abbildungen, dass bei mit NP
inkubierten Zellen sowohl in den peripheren Bereichéde auch auf dem Nucleus eine
erhdhte Anzahl an Protrusionen vorhanden ist (A#). Man kann daher davon ausgehen,
dass die Affinitdt zu den untersuchten NP-AgglorteargdCeQ) makroskopisch gleichmalig
auf der Zelloberflache verteilt ist und keine Beneicder Zelle von der Bindung
ausgenommen sind.

Um nun die Analyse auf kleinere Areale der Zelldlaehe zu fokussieren, ist erforderlich,
individuelle NP und NP-Agglomerate identifizieren konnen. Hierzu kommen prinzipiell
verschiedene Eigenschaften von NP in Betracht,idiea der Zelloberflache unterscheiden:

* NP-Agglomerate zeigen einen charakteristischen &uwfius Priméarpartikeln
* NP unterscheiden sich mechanisch von Zellen (El&#tiReibung an der Oberflache)

Unter welchen Bedingungen diese Charakteristikalbartzur Detektion und Identifizierung
sind, soll nun evaluiert werden.
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Gestalt von NP-Agglomeraten auf Zellen

Auf den Darstellungen ganzer Zellen sind NP-Agglaterals Protrusionen erkennbar, die
vor allem durch ihre Hohe gekennzeichnet sind. Aufd der Grol3e von einigen 100 nm sind
sie auf diesen Bildern (Kantenléange ca. 60 pum)triehtailliert erkennbar. Daher sollen nun
Abbildungen kleinerer Bereiche betrachtet werden,die Form der von Zellen gebundenen
NP-Agglomerate genauer zu untersuchen. Die Ablzedgt im Zentrum eine Protrusion der
Zelloberflache, die aufgrund ihrer Grol3e sicheMN#sAgglomerat identifiziert werden kann.
Die Form des Agglomerates in dieser Abbildung istpyramidal zu beschreiben, was durch
den Einfluss der Spitzengeometrie begriindet ist. \@evendeten SiN-Spitzen haben die
Gestalt einer vierseitigen Pyramide mit einem haldfnungswinkel von etwa 35°. Beim
Scannen von Strukturen im Bereich von mehreren fiGOHOhe stellt die Abbildung eine
Faltung der Gestalt von Spitze und Probe dar. Basim generelles Phanomen, das bei der
Darstellung von NP-Agglomeraten dieser Grof3e dubdbM auftritt. Es kann durch
Verwendung von AFM-Spitzen mit héherem Aspektvearhélreduziert aber nicht ganzlich
vermieden werden. Solche Spitzen wurden bei deefduthung von Bakterien eingesetzt,
die ebenfalls hohe und steile Flanken besitzen ifglag.3). Aufgrund des scharferen
Spitzenapex und des damit groReren Druckes alWPrdiee sind diese Spitzen aber fur relativ
weiche und empfindliche Proben wie tierische Zellemig geeignet?

Durch den Kontakt mit den Flanken der AFM-Spitzenkat es zwar in den Randbereichen
der NP-Agglomerate zur Beeinflussung des Abbildutig,zentralen Areale sollten dagegen
eher eine horizontale Oberflache aufweisen und dah@ Abbildung der eigentlichen
Topographie erlauben. In den Abbildungen der auf abellflachen gebundenen NP-
Agglomerate ist dies (zumindest in Flussigkeit)hhizu beobachten. Der Grund daftr wird
ebenfalls an der Abb. 36 deutlich: Die AFM-Spitzat inormalerweise nur Uber den Apex
eine vertikale Kraft auf die Probe aus. Aufgrundr decanbewegung kommt eine
Reibungskraft hinzu, die aber durch VerwendungTdgsping-Mode minimiert wird. Bei den
hohen Strukturen der NP-Agglomerate findet der Kkintzur Probe nicht mehr durch den
Apex sondern uber die Flanken der Spitze statt,unabd eine weitere laterale Kraft zur
Wirkung kommt. Diese basiert zum einen auf einemidonente der vertikalen Kraft, mit der
der Cantilever auf die Probe gedriickt wird. Siedwdaher durch den Offnungswinkel der
Spitze definiert?® Zum anderen bewirkt die Bewegung der Spitze eirekig Kraft in die
jeweilige Scanrichtung. Dadurch werden hohe undes&rukturen auch im Tapping-Mode
lateralen Kraften ausgesetzt, die zu einer Ausvilgialegung der Probe fiihren kdnnen. Ein
solches Verhalten tritt bei NP-Agglomeraten auf.nMakennt das an der asymmetrischen
Form der Pyramide, die in die Scanrichtung verkipptDie Spitze der Protrusion wird dabei
um jeweils ca. 1 um aus der zentralen Positionchetsen, wie die Schnittebene durch das
topographische Bild zeigt (Abb. 36c¢). Die Kontaktihhe zur Zelle (Grundflache der
Pyramide) verbleibt weitgehend an ihrer Positiorbl{A 36 a, b), der Versatz in den
topographischen Darstellungen dieses Bereichemist begrindet, dass die AFM-Spitze die
jeweils ansteigenden Flanken abbildet, den stddll@imden Flanken der Protrusion jedoch
nicht exakt folgen kann. Der Kontakt zwischen ddf\MASpitze und dem NP-Agglomerat
wirkt also wie ein Hebel, allerdings kommt es nichir Abl6ésung des gebundenen
Agglomerates von der Zelloberflache. Wie bereitschddert ist die Zelle mechanisch
flexibel und so wird nicht das NP-Agglomerat somdeie Zelle deformiert. Dieser Prozess ist
weitgehend reversibel, was man daran erkennen kiass, das Aggregat Uber den gesamten
Scanvorgang (der sogar mehrfach wiederholbar war) salben Ort verbleibt und die
pyramidale Gestalt nur wenig gestort erscheint.
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Abb. 36 NP-Agglomerat CeQ (Typ 3.2) auf Zelleoberflache gebunden. Laterale iifte der AFM-Spitze
verschieben das Agglomerat. Tapping-Mode, Deflectindargestellt (Scanrichtung=> a, € b). Schnittbild
(Linie in a, b) durch korrespondierende Topographie(c) zeigt lateralen Versatz um > 1 um

Die Abbildung von NP-Agglomeraten unter vergleictdra Bedingungen (Messungen in
Wasser mit AFM-Spitzen desselben Typs) zeigt, dasskturen, die auf einer harten
Oberflache immobilisiert sind detailliert dargektaterden kbnnen (Abb. 37). Die Hohe des
NP-Agglomerates ist mit ca. 600 nm im Bereich desor auf der Zelloberflache
untersuchten, die lateralen Krafte sind daher e&hbar. An den Seiten des Agglomerates
kommt es wiederum zum Kontakt mit den Flanken d@tz8, wie aus den parallelen Seiten
der dreieckigen Strukturen erkennbar ist. Im obéreihdes NP-Agglomerates treten klar die
einzelnen Priméarpartikel hervor. Das geschilderterndlten der auf Zellen gebundenen
NP-Agglomerate ist daher eindeutig durch die weicmed flexible Unterlage der
Zelloberflache begrundet. Die lateralen Verschigi/amvon NP-Agglomeraten kénnen bei
kleineren Strukturen weniger dramatisch ausfallen.Anbetracht der GroRRe einzelner
Primarpartikel von etwa 20 nm bedingen allerdingsos kleine Verschiebungen der Probe,
dass der Aufbau der NP-Agglomerate aus einzelneni®t® mehr so detailliert erkennbar ist,
wie es fur eine Identifizierung als NP notwendigrevéDie Steifigkeit fixierter Zellen ist in
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wassrigem Medium nicht mehr signifikant zu steigedterdings ist das durch die Trocknung
der Zellen zu realisieren. Die so erzielten Ergedmisverden spater behandelt und
ermoglichen eine eindeutige Identifikation der Zafloberflachen gebundenen NP.
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Abb. 37 NP-Agglomerat CeQ (Typ 3.2) auf Mica in H,O abgebildet. Priméarpartikel sind erkennbar,
keine laterale Verschiebung der NP, die pyramidal&pitzengeometrie ist erkennbar (gelbes Dreieck)

Die Auflosung flacherer Strukturen auf der Zellok#he wird durch die geschilderten
Effekte nicht beeintrachtigt. Das wird beispielsvee@ den zahlreichen Vertiefungen in der
Cytoplasmamembran deutlich, die als dunkle Punkkemmbar sind (Abb. 36 a, b). Sie
besitzen einen lateralen Durchmesser von 100 -ng®@ind eine Tiefe von 5 — 15 nm. Bei
diesen Einstulpungen der Membran kann es sich uneda handeln. Sie begriinden einen
wichtigen Endocytose-Mechanismus, der neben Clatlaimittelten Prozessen von grol3er
Bedeutung auch fiir die Aufnahme von Partikelrigtiir verschiedene Epithelzellen wurde
eine Dichte von 10 — 90 Caveolae / um? Zellobena@ngegebel?* Bei den in der
vorliegenden Arbeit untersuchten Zellen werden daVertiefungen / um2 gefunden, was
einen plausiblen Wert darstellt. Hierbei handelsieb um Alveolarepithel Typ Il, das vivo
keine Caveolae aufweist. Typ Il Zellen stellen jdd&orlaufer der Typ | Zellen dar und
kénnen in Kultur Eigenschaften dieser Zellen augiJdir welche das Vorhandensein von
Caveolae bekannt ist°

Detektion intrazellularer Strukturen anhand des Phansignals

Die verschiedenen Betriebsmodi des AFM ermoéglicimecht nur die Vermessung der
Topographie einer Probe, sondern lassen sich auch Qharakterisierung von
Materialeigenschaften nutzen. So kdnnen beispietgnaformationen hinsichtlich Reibung,
Magnetismus oder Viskoelastizitit gewonnen werdeweist eine Probe Heterogenitaten
solcher Materialeigenschaften auf, ist das am ksttder entsprechenden Bilddaten zu
erkennen. Ein solches Verhalten kénnte auch beigPrgbn NP auf Zelloberflachen auftreten
und bote einen Methode zur Identifikation der NRj der keine weiteren Techniken
erforderlich wéren.

Im Tapping-Mode kommt es zu einem kurzzeitigen Kkintler AFM-Spitze und der Probe,
wodurch die Schwingungseigenschaften des Cant#ebeeinflusst werden. Der Nucleus
bildet mit ca. 3 — 5 um den hdchsten Punkt dereZald seine lateralen Dimensionen
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betragen ca. 10 — 20 um. Auf AFM-Scans dieses Besesind im Bild der Phase mehrere
dunkle Areale erkennbar, die einen Durchmesser 20rR 3 pm aufweisen und um
ca.15-3,0 Grad unterhalb der Werte in der Umggb liegen. Anhand des
lichtmikroskopischen Phasenkontrast-Bildes sind den betreffenden Stellen zellulare
Strukturen erkennbar, die sich dunkel abzeichn&inb(38). Man kann davon ausgehen, dass
es sich bei diesen Strukturen um Nucleoli handgk. stellen Komplexe dar, in denen die
ribosomale RNA der Zelle synthetisiert, prozessiexd mit den entsprechenden Proteinen zu
Ribosomen kombiniert wird. Daher héngt die Gro3e Necleoli von dem Bedarf an
Ribosomen und somit der WachstumsgeschwindigkeiZdéen ab?
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Abb. 38 Nucleoli innerhalb der Zelle (RLE-6TN) sind anhand des AFM-Phasensignals zu detektieren.
Kombinierte Darstellung aus Topographie (3D) und Phse (farbcodiert) der Region des Zellkerns (a, b);
das Profil (Linie in a) zeigt, dass die Nucleoli ei niedrigeres Phasensignal hervorrufen (markierte
Bereiche), ohne in der Topographie erkennbar zu sei(d); die Lokalisierung aller Nucleoli in den AFM-
Abbildungen stimmt mit den Positionen im lichtmikroskopischen Bild (dunkle Punkte im optischen
Phasenkontrast) tiberein (c, Scanbereiche markiert).

Sowohl die Schwingungsamplitude wie auch die Topgagezeigen an diesen Stellen keine
Unterschiede zur Umgebung (Abb. 38 d). Das zemgsds sich um intrazellulare Strukturen
handelt, was in Anbracht der als Ursache angenoremBiucleoli auch zu erwarten ist. Die
Interpretation von Phasenbildern des AFM stellt aktuelles Forschungsgebiet d&t.
Wahrend Messungen an Luft bereits gut erklart werd@mmen in Flissigkeit weitere
Effekte zum Tragen (z.B. Energietransfer in hoheresdajungsmoden), die Erweiterungen
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der Theorie notwendig maché&#. Fir die hier beschriebenen Untersuchungen wunde ei
Anregungsfrequenz gewahlt (ca. 230 kHz), die deutliber der ersten Eigenmode des
Cantilevers (ca. 14 kHz) im Bereich der 3. Eigenmitett. So kann die Probe bei gegebener
Scangeschwindigkeit deutlich haufiger abgetastetrdere Auch der Gutefaktor der
Schwingung liegt um den Faktor 100 Uber dem deroRa&wzfrequenz, was zu der guten
Bildqualitat beitragt. Die hier gemessenen Phaseevieetragen 90 bis 110 Grad, was als ein
Anzeichen interpretiert wird, dass die Wechselwnggzwischen Spitze und Probe insgesamt
attraktiv ist. Theoretische Betrachtungen zur Endigggpation gehen von einer Anregung
nahe der Resonanzfrequenz aus, womit das Schwiageriglten des Cantilevers leichter zu
beschreiben ist. Diese Unterschiede konnen einektdir Ubertragbarkeit auf das hier
untersuchte System erschweren. Daher werden imeRdén einige Anséatze qualitativ
diskutiert.

Geht man von einer harmonischen Schwingung des il@ats aus, ist die
Schwingungsphasg gegeben durcff

iﬁ_l_QEdis
w Ay TKAA

sin(g) =

Formel 43

wobei ® und oo die Anregungs- und Resonanzfrequefzjnd A, die gedampfte und freie
Amplitude undEg;s die dissipierte Energie sind. Man kann annehmess d&ch der erste
Summand wahrend der Messung des relevanten Bergrichs signifikant andert und die
Phasendifferenz lokale Unterschiede der Energiguitien beschreibt.

Ursachen fur eine Dissipation kdnnen beispielwelge Adhasion der AFM-Spitze an der
Probe wie auch die Viskositat der Probe $€irEine Veranderung der Oberflache, die zu
einer starkeren Bindung der Spitze und damit geifdé&dhasion fihrt, ist nicht anzunehmen.
Selbst wenn die Nucleoli direkt an der Kernmembramgelagert waren und deren
Eigenschaften gegebenenfalls beeinflussen konrdedigse Membran durch das Cytoskelett
und das umgebende Cytoplasma von der Zellmembraange, mit der die AFM-Spitze in
Kontakt kommt. In Bereichen geringerer Steifigkieiinnte die Adhasion allerdings erhoéht
sein, wenn dort die Kontaktfliche zwischen Spitzed uProbe anstei§f Es ist
wahrscheinlich, dass die Nucleoli sich mechanisutlees verhalten als das sie umgebende
Nucleoplasma, insbesondere da sie dichte Komplerdvoteine darstellen, die zudem durch
die chemische Fixierung vernetzt und stabilisieetden. Das wird auch deutlich an Zellen,
die aus Medien getrocknet wurden, die sich fureheZweck als wenig geeignet erwiesen
haben (z.B. Wasser, Aceton oder Isopropanol). Udieessen Bedingungen fallen die Zellen
zusammen, wobei die Nucleoli weitgehend erhalteibbh und als die héchsten Punkte im
Bereich des Zellkerns erkennbar werden (Abb. 41). daa Nucleoplasma eine hohe
Viskositat besitZt® und die Nucleoli wahrscheinlich eine gréRere ®fedit aufweisen als
ihre Umgebung, kdnnen sowohl eine geringere AdimésioBereich der Nucleoli wie auch
eine viskoelastische Deformation des Nucleoplasthaslazu beitragen, dass die
beschriebenen Differenzen in der Schwingungsphastreten. Verglichen mit der
Zelloberflache liegt die Phase im Bereich des Bsdder Kulturschale um etwa 10 Grad
niedriger. Das Polystyrol weist klar einen hoheehodul (ca. 1,2 GPa¥ als die Zelle und
eine zu vernachlassigende Viskositat auf. Es isedahausibel, dass sich die Nucleoli in
gleicher Weise — wenn auch weniger deutlich — vemste umgebenden Zelle unterscheiden.

Unter der Annahme, dass Formel 43 auch unter denvrliegenden Bedingungen gilt,
wurde allerdings ein niedrigerer Wert der Phase gnd3ere Energiedissipation bedeuten (der
absolute Wert der Phase liegt immer tGber 90 Giddyh den genannten Mechanismen ware
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das Gegenteil zu erwarten. Es steht noch ein veeiidieg der Dissipation offen, bei dem es
zur Anregung hoherer Schwingungsmoden kommt. Dié¢segang ist effektiver auf Material
mit hohem E-Moduf?® was hier der Fall ist. Eine abschlieBende KlaruaegUrsachen der
festgestellten Phasendifferenzen erfordert weitdrdersuchungen des Phasenverhaltens
hoherer Schwingungsmoden. Aus allen Anséatzen gaddch hervor, dass die Zelle im
Bereich der Nucleoli sich ahnlich verhélt, wie dergleichsweise steife Schalenboden. Es
kann somit gezeigt werden, dass AFM im Tapping Mimdder Lage ist, auch intrazellulare
Strukturen zu detektieren, wenn sie zu mechanisefe@rogenitaten der Probe fiihren. Diese
sollten ebenfalls durch aufgenommene NP hervorgaruerden. So offnet sich eine
Moglichkeit, ohne die Notwendigkeit einer Fluoreszmarkierung allein durch AFM die
Bindung und Aufnahme von NP in Zellen zu verfolg€ifir eine eingehende Untersuchung
der Leistungsfahigkeit dieser Technik ist die diraighsionale Lokalisierung der Strukturen in
der Zelle notwendig, um die Reichweite der bestlemen Effekte zu vermessen. Zu diesem
Zweck bleibt die Kombination mit Konfokaler Fluoresnizmikroskopie notwendig. Durch
2PLSM wurden in ersten Versuchen Nucleoli und di#driZembran selektiv markiert, so dass
in weiteren Untersuchungen parallel dazu AFM-Megsundurchgefihrt werden kénnen. Der
praktische Wert solcher Methoden zeigt sich belspieise an einer ahnliche Technik, bei der
die Ausbreitung von Ultraschallwellen in der Zellarch AFM detektiert wird, so dass
intrazellulare CNT lokalisiert werden konn&H.

AFM kombiniert mit Fluoreszenzmikroskopie

Der Aufbau des AFM auf einem optischen Mikroskopllstflr die Untersuchung von

biologischen Zellen eine grol3e Erleichterung dar, evabcht nur Zellen durch optische
Kontrastverfahren zur Messung ausgewahlt werdemdwdnsondern durch Kombination mit
Fluoreszenzmikroskopie relevante Bereiche zu delekt sind. In Anbetracht der

Herausforderungen, die bei der Identifizierung Né-Agglomerate auf der Zelloberflache
auftreten stellt die Verwendung von fluoreszierendRartikeln eine elegante Lésung dar.
Auch in anderen Bereichen der Forschung werdenhdi@mbination dieser Techniken
Synergieeffekte erzielt, die neue Méglichkeitenfieren** Als Modellpartikel wurden hier

fluoreszierende Polystyrol-Kigelchen (FluosphefeS) mit einem Durchmesser von 100
oder 500 nm eingesetzt. Diese Dimensionen entsgnedenen der NP-Agglomerate in den
eingesetzten Medien. lhre Bindung auf der ZelloBeHe sowie die Aufnahme durch die
Zelle sind anhand von Ubersichtsscans und verg&fehusschnitten daraus analysiert
worden.

Die Beads bilden sowohl in Wasser als auch in Koledium eine stabile Dispersion ohne
dass es zu einer Agglomeration kommt. Dies wird @®&rmen Informationen des Herstellers
durch die negative Ladung der mit Carboxygrupperktionalisierten Oberflache bewirkt.

Inkubiert man die Zellen mit einer Dispersion vo8, binden diese auf der Oberflache und
werden in die Zelle aufgenommen, wie mittels AFMfeaerten Proben untersucht wurde.

Man erkennt deutlich die einzelnen Partikel auf detloberflache (Abb. 39). Wie fur

NP-Agglomerate beschrieben, weisen auch FS einegraf®den Durchmesser auf, dass die
Form auf Grund der Faltung mit der Spitzengeometraht sphéarisch sondern pyramidal
erscheint. Vergleicht man die AFM-Darstellung uras dluoreszenzmikroskopische Bild, ist
eine genaue ldentifikation der Partikel mdglicte dnabhéangig von der Grol3e der Partikel im
AFM-Bild ist. Das ist von besonderer Relevanz flgilkere Partikel als die hier verwandten
FS (O 500 nm), denn die natirliche Oberflache der Zellmist eine raue Struktur mit

Protrusionen im Bereich einiger 100 nm auf. Dasofdazenzbild zeigt alle FS unabhéngig
von ihrer vertikalen Position, wahrend im AFM-Bitdir die an der Oberflache gebundenen
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FS zu erkennen sind (Abb. 39 gelbe Pfeile). Pdrtidke in der AFM-Darstellung ,fehlen®,
befinden sich innerhalb der Zelle (Abb. 39 roter iKyeSo sind nach einer Inkubationszeit
von 2,5 h bei 37 °C etwa 40 % der FS (& 500 nmyendmmen worden. Dieser Vorgang ist
bei kleineren Scanbereichen genauer zu erkenneln. @). Die topographische Darstellung
der Zelle zeigt drei an der Oberflache gebundenedeg&n Hohe ca. 420, 445 und 470 nm
betragt. Sie befinden sich damit praktisch nochdanfOberflache. Dagegen ist die Aufnahme
eines weiteren Partikels fast vollstandig vollzogeas an der Hohe von ca. 70 nm abgelesen
werden kann. Wie bereits dargestellt wurde, Ubt AEM-Spitze laterale Krafte auf
Strukturen groRBerer Hohe aus. Wahrend das in demstene Féllen zu seitlichen
Ausweichbewegungen fihrt, kbnnen schwach gebunBarté&kel auch von der Zelle entfernt
werden. Das ist durch Vergleich von Fluoreszengbildvor und nach dem AFM-Scan
festzustellen. Der in Abb. 40 gezeigte Bereich veuntehrfach mit dem AFM gescannt und
dabei ein Partikel von der Zelle gel6st (blau matkie

DS | oy Iif
Abb. 39 Zelle (RLE-6TN) mit FS (carboxyliert, @ 500nm) inkubiert und nach 2,5 h fixiert, in Puffer.
AFM, Contact Mode Deflection (a), Fluoreszenzbildelber Bereich vor AFM Abbildung (b)

Abb. 40 FS Zelle (RLE-6TN) mit FS (carboxyliert, @500 nm) inkubiert und nach 2,5 h fixiert, in Puffer.

AFM, Contact Mode Topographie (a), Fluoreszenzbildselber Bereich vor AFM Abbildung (b). 3 FS an
der Zelloberflache gebunden, ein FS weitgehend vater Zelle aufgenommen (rot markiert), 1 FS durch
vorherigen AFM-Scan entfernt (blau)
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Dehydrierte Proben: AFM

Die bisherigen AFM-Untersuchungen zeigen, dass kowhaufgeloste Darstellung von NP
und deren Agglomeraten sowohl an Luft wie auch #ssvigem Medium erreicht wurde.
Dazu ist eine Immobilisierung auf einer Oberflacloéwendig, die den durch die AFM-Spitze
ausgeulbten lateralen Kraften standhalt. Wahrerathdld8Bereiche der Oberflache einer Zelle
detailliert darstellbar sind, werden gréf3ere Stitge durch die Spitze lateral verschoben. Die
Krafte werden auf die Zelle Ubertragen, die im Ustitared zu einer Glimmeroberflache leicht
deformiert wird und somit eine detaillierte Darkte der gebundenen NP-Agglomerate
verhindert. Dieses viskoelastische Verhalten l&ssh durch die Trocknung der Zellen
weitgehend unterbinden. Hierbei wird das Wassechdein geeignetes organisches Medium
ersetzt, das man darauf langsam und schonend r@ntigie Form der Zelle bleibt dabei
erhalten, da das Cytoskelett und die Cytoplasmamemiuvor chemisch fixiert wurden. Oft
wird das organische Medium (z.B. Aceton) durchdiges CQ ersetzt und dieses durch eine
Kritischen-Punkt-Trocknung (CPD) entfefit. Dieses Verfahren wird vielfach als
Goldstandard angesehen, bendtigt allerdings emfspnele Gerdate und hoch aufgereinigtes
CO.. Unter geeigneten Bedingungen stellt die Trocknamd.-uft eine gute (und preiswerte)
Alternative dar. Hierbei kommen der Praparatiortstéc und der Wahl des Mediums grol3e
Bedeutung zu, da die Trocknung eine entscheidendactle der Entstehung von Artefakten
darstellt, die die Topographie der Zelloberflachastisch verandertt®*®Wahrend Aceton
bei der Trocknung von Bakterien gute Ergebnisserti¢feap. 4.3.2), haben sich bezlglich
der empfindlicheren tierischen Zellen Aceton soismgpropanol als wenig geeignet erwiesen.
Die Membran der so getrockneten Zellen weist in @veBereichen grof3e Poren auf und die
Hohe des Zellkerns reduziert sich auf < 1um, wddutie Nucleoli hervortreten (Abb. 41).
Der Nucleus selbst ist durch die Kernmembran vorto@gsma der Zelle getrennt und hebt
sich im getrockneten Zustand durch eine relativcglaalige Oberflache und grol3e Hohe
von der Ubrigen Zelle ab. In der direkten Umgebw®s Nucleus zeichnen sich viele
partikulare Strukturen von bis zu 300 nm Hohe abi, denen es sich um deformierte
Zellorganellen handeln kann. In der Nahe des Kbes#tzt eine intakte Zelle die grof3te Hohe
und da durch diese Art der Trocknung praktisch eweidimensionale Projektion erzeugt
wird, ist die Zahlendichte der intrazellularen turen hier am grofiten.

Abb. 41 Zelle (RLE-6TN) getrocknet aus Isopropanol, Topographie. Die Trocknung lasst die Zelle
einfallen, so dass im Zellkern (Kreis) die Nucleoldeutlich hervortreten (Pfeile). Héhenskala 800 nm
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Darstellungen solcherart behandelter Zellen konnérrationen hinsichtlich intrazellularer
Elemente enthalten. Um allerdings die Cytoplasmamamind darauf gebundene Partikel
zu untersuchen, ist sind sie ungeeignet, hierirst €raparation notwendig, die die native
Form der Zelle erhalt. Die beschriebenen Verandgrarder Zelle werden durch den Einsatz
von Hexamethyldisilazan (HMDS) bei der Praparationterbunden (Abb. 42a). Die
Chemikalie zeichnet sich durch eine besonders igeddberflachenspannung aus. Diese bt
wahrend des Eintrocknens der Flussigkeit einen Dawdkdie Probe aus ¢B: 13,8 MPa)
und wird daher als eine entscheidende Ursache dekinngsartefakte angeseHdhHMDS
wird beispielsweise zur Silanisierung von Festkiémperflachen eingesetzt, auch Reaktionen
mit biologischem Material sind mdglich und kdnnan einer weiteren Fixierung der Probe
beitragen>® In Gegenwart von Wasser tritt eine Hydrolyse aoiing dass es zu einer
Polymerisation kommt, die zu Verklumpungen fuhgl.\APTES), so dass evtl. in der Probe
verbliebene Spuren von Wasser chemisch entferntlemerwas die schonende Trocknung
erleichtert.

Zellen, die in dieser Weise behandelt wurden, weeae maximale Hohe auf, wie sie auch
in wassrigem Medium gemessen wird (Abb. 42a: cgin®). Die Membran stellt eine
geschlossene Flache dar, die relativ gleichmaldig klucleus hin ansteigt. Anders als in
Flussigkeit zeichnen sich dabei keine Cytoskelettsiren durch die Membran ab. Das
verdeutlicht die hohe Steifigkeit der getrockneiaile. Diese erlaubt darliber hinaus eine
hoch aufgeloste Darstellung der Topographie dematibran selbst. Deren Oberflache weist
eine Rauhigkeit von etwa 15 — 20 nm auf, wobei\Wert bei groReren Scanbereichen auch
durch die Unebenheit der Zellemembran beeinflugst wund entsprechend hoher ausfallt.

; ‘ :
200 300 400 500
Yinm]

Abb. 42 Topographie einer A549 Zelle mit Ce®@inkubiert, dehydriert und aus HMDS getrocknet. Die
Struktur der ganzen Zelle bleibt intakt (a), Protrusionen sind als langliche Microvilli erkennbar (b, c),
gebundene NP-Agglomerate werden bis auf die EbeneedPrimarpartikel aufgelést und sind aufgrund
ihres Aufbaus zu identifizieren (c).
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Auf der Zelloberflache (A549 wie auch RLE-6TN) favd sich fingerartige Strukturen einer
Lange von 1 — 3 um und eines Durchmessers vonOfanth (Abb. 42b). Hierbei handelt es
sich um die zuvor beschriebenen Microvilli. Wahremmd Flissigkeit nur der jeweilige
Verankerungspunkt an der Zelle als Protrusion erkanist, haben die Microvilli infolge der
Trocknung ihre Beweglichkeit verloren und kénnen AEM-Spitze nicht mehr ausweichen.
Bei einigen Zelltypen (beispielsweise aus der Dahismhaut) ist ihre Dichte auf der
Oberflache so grof3, dass sie sich in einer orthalgorAnordnung zur Zellmembran befinden
und sich auch gegenseitig wahrend der Trocknunglistaken. Bei den hier untersuchten
Lungenzellen kommen die Microvilli einzeln vor ulelgen in der Regel nach der Trocknung
an der Zellmembran an. Dadurch ist ihre StruktucklltAFM gut abzubilden. Man erkennt,
dass die Oberflache der Microvilli vollstandig rkieinen Erhebungen von < 10 nm Héhe und
ca. 15 — 20 nm Breite bedeckt ist. Um zu untersuclod es sich dabei um naturliche
Oberflacheneigenschaften handelt, sind vergleighBarstellungen in Flissigkeit notwendig.
Solche sind aus den genannten Grinden schwerligthafio dass diese Frage vorerst offen
bleiben muss. Die Microvilli bestehen vereinfachis aeinem Membranschlauch, der ein
Aktinfilament umschlie3t. Die Entfernung des enthia#tn Cytoplasmas wahrend der
Praparation kann zu einem Schrumpfungsprozessrijiacedass die Membran sich teilweise
auffaltet. Ein &hnliches Verhalten wird fur Bakt@oberflachen diskutiert, wobei dort
allerdings auch Abbildungen in verschiedenen wgsariMedien vorliegen, was Aussagen
Uber den Ursprung und die Entwicklung der Faltentgiioht (Kap.4.3).

Die geschilderten Unterschiede zu den DarstellurigeRlissigkeit lassen vermuten, dass
auch die Abbildung von gebundenen NP auf getroeinetellen eindeutigere Aussagen
ermoglicht. Das bestétigt sich, wie Abb. 42 c vettieht. Hier ist ein NP-Agglomerat (CepD
auf der Zelloberflache gezeigt, wobei der Aufbaus ainzelnen Priméarpartikeln Klar
erkennbar ist (vgl. Abb. 30 a). Das kann als eipisishes Merkmal zur Identifizierung
herangezogen werden und ist auch bei kleineren ohgglaten wie dem dargestellten
anwendbar. Die Grol3e liegt hier bei etwa 200 nm ishdlamit vergleichbar mit zellularen
Strukturen wie den Microvilli. Wahrend bei UnterBuagen in Flussigkeit eine
Unterscheidung zwischen diesen kaum moglich isinkaan bei getrockneten Proben nicht
nur eine Zuordnung treffen sondern dartber hinaigs jelveilige Oberflache detailliert
darstellen. GroRRere Agglomerate sind ebenfalls argleichbarer Weise auf Zellen
detektierbar. Bei der hier abgebildeten Probe (A#).sind gezielt nur kleine NP-Strukturen
untersucht worden indem die NP-Dispersion zuviniditt wurde (PorengréfRe 200 nm).

Der maximale Scanbereich von 90 um Kantenlange @BIBP ermdoglicht die Abbildung
ganzer und gegebenenfalls auch mehrerer benachbzetien. Auf diese Weise ist ein
Uberblick der jeweiligen Probe zu erhalten. Aufghater GroRRe des abgerasterten Bildes sind
solche Messungen sehr zeitaufwendig. Ein niedrigess€hen des Signals erfordert kleine
Scangeschwindigkeiten (<10 um/s), so dass die Megsdm Bereich von mehreren Stunden
liegen kann. Dabei sind auf Abbildungen ganzer efel(Kantenlange des Bildes 50 pum)
kleine Agglomerate kaum als solche erkennbar. Dié3& eines Pixels betragt bei der
maximalen Anzahl an Zeilen (MFP-3D: 1536, Multimod&ioScope: 512) etwa 30 bzw.
100 nm und liegt damit in der GréRenordnung demBmpartikel. Es ist daher unabdingbar,
einzelne kleinere Bereiche der Zelle zu vermessienanhand des Ubersichtsscans selektiert
werden (Abb. 42 b). Hier kann der Ubersichtsscamealter erfolgen, allerdings steigt die
Dauer durch die Messungen einzelner Areale. Dahaurdem Vergleiche mit
elektronenmikroskopischen Verfahren zur Abbildurgr &ellen durchgefiihrt, wobei eine
hohere Scangeschwindigkeit erreichbar ist.
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Dehydrierte Proben: SEM

Im Vergleich zu AFM-Messungen ist fur die Elektromgkroskopie eine Trocknung der
Zellen prinzipiell notwendig, da die Untersuchungem Hochvakuum stattfinden
(ausgenommen Environmental SEM). Zudem wird die Prothesiner diinnen Metallschicht
Uberzogen, um die Ableitung der Elektronen zu ermbgh. Das Ziel der im Rahmen des
NanoCare-Projektes durchgefiihrten Arbeiten ist m#, AFM eine Messmethode zu
evaluieren, mit der unter weitgehend physiologiscligedingungen die NP-Bindung an
Zellen analysiert werden kann. Verglichen damit dén elektronenmikroskopische
Messungen unter sehr artifiziellen Bedingungert,stathtsdestotrotz wird SEM schon lange
erfolgreich zur Untersuchung von Zellen eingeséfzDie Trocknung der Proben birgt
hohere Risiken der Entstehung von Artefakten, asddrauf folgenden praparativen Schritte.
Daher soll die Elektronenmikroskopie ebenso wieAk®-Messung getrockneter Zellen als
Methode zur Abbildung von auf Zelloberflachen gedemen NP evaluiert werden.

Die Zellen wurden wie schon fir die AFM-Messungen emer Dispersion der NP inkubiert
und daraufhin prapariert. Die Abbildungen ganzerlefelwurden bei einer 2000 — 3000
fachen VergroRerung aufgenommen. Die abgebildetdlerz weisen eine natirliche Gestalt
auf. Auch wenn die Hohe der Zellen nicht direkt rbessst, zeigen sie keine Hinweise auf
Deformationen und besitzen eine geschlossene Memwmbeaflache. Wie auch in AFM-
Abbildungen sind in den Randbereichen bis ca. 10 lamge fingerartige Ausstllpungen
erkennbar (Abb. 43a, b). Diese sogenannten Filgmoditellen ebenso wie auch die
Lamellipodien (Abb. 32) membranumschlossene pergpBereiche des Cytoskeletts dar und
dienen der Adhasion an der Unterlage sowie derbBartgung der Zelle. Aufgrund ihres
Durchmessers von ca. 100 nm sind sie relativ erdlpéim und ein mégliches Abreil3en oder
Brechen kann als ein Hinweis auf mechanische Belgsin wahrend der Trocknung oder
durch Druck&nderungen beim Aufbau des Vakuums diefdach die Microvilli sind auf der
Zelloberflache klar erkennbar (Abb. 43b, c). Wieh@t anhand der AFM-Abbildungen
beschreiben, liegen sie auch hier auf der Cytopasembran auf, was bestétigt, dass sie
nicht etwa durch mechanischen Kontakt mit der AFpiZ niedergedriickt wurden. Die
Cytoplasmamembran selbst weist eine unregelmaligekt& auf, die man als
topographische Unebenheiten interpretieren kanre Oro6f3e der Strukturen liegt bei
30 — 100 nm. Es ist mdglich, dass mikroskopischeraderungen wie die Entstehung von
Poren beispielweise durch das Vakuum induziert emrdZudem kann die gesputterte
Goldschicht (10 nm) eine gewisse Kérnung aufweisett damit hervorstehende Strukturen
erzeugen. Zieht man allerdings die AFM-Darstellunge Betracht, wird klar, dass die
Zelloberflache eine natlrliche Rauhigkeit aufweldie getrockneten Proben (RLE-6TN und
A549) zeigen ahnliche Vertiefungen wie auch flaBmetrusionen von vergleichbarer Grol3e
(Abb. 42 b, c). Daher sind sowohl das Vakuum wiehadie Metallbeschichtung der Probe als
Ursache unwahrscheinlich. Selbst in FlUssigkeitgizaiie Zelloberflache Poren von
100 — 200 nm lateralem Durchmesser (Abb. 36), s3 dach ein nattrlicher Ursprung der
Oberflachenstrukturen moglich ist. Diese Resulaeleutlichen, dass wéahrend der fir SEM
zusatzlich notwendigen praparativen Schritte drekdar der Zelle weitgehend intakt bleibt.
Die Methode in der hier durchgefihrten Weise ishilazur Abbildung von Zellen geeignet
und wird nun zur Untersuchung der Interaktion nmft &lngesetzt.
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Abb. 43 SEM-Abbildung einer RLE-6TN Zelle mit CeO, (Typ 3.2) inkubiert. Aufnahme einer ganzen
Zelle (a, 4000 x 3200 Pixel) und nachtraglich vergRerte Ausschnitte aus dieser Messung (b, c).

Betrachtet man die von der Zelle gebundenen NP-Agetate, sind diese deutlich auf der
Oberflache zu erkennen. Gro3e Agglomerate mit eilemchmesser im um-Bereich sind
leicht auf dem Ubersichtsscan (Abb. 43a) zu detedti. Dagegen lassen sich kleinere
Einheiten von einigen 100 nm Durchmesser erst igré€erten Ausschnitten identifizieren.
Da die Abbildungen der ganzen Zelle mit einer hohemahl an Messpunkten (Jeol JSM 880:
4000 x 3200) aufgenommen werden kénnen, lasserdsgabntsprechenden Ausschnitte ohne
weitere Messungen direkt aus diesen Bilddaten @8eyn (Abb. 43b, c). Der Aufbau der
NP-Agglomerate aus Primarpartikeln ist wie auch BétM-Messungen eindeutig zu
erkennen. Das zeigt, dass eine einzige SEM-Abbildeingr Zelle zur Identifikation der
darauf gebundenen NP-Agglomerate ausreicht.
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Um eine detailliertere Darstellung der Zelloberfléczu erhalten, sind einzelne Bereiche in
hoherer Vergrol3erung untersucht worden. Hier zgighh die Strukturierung der Membran
wie auch der Aufbau der NP-Agglomerate noch dehlic(Abb. 44, Darstellung 300 dpi,
dagegen in Abb. 43c 100 dpi). Die als Agglomeratdi@genden NP zeigen eine typische
Gestalt, die von SEM-Darstellungen durch die Hdestdbekannt ist. Auf der natirlichen
Zelloberflache kommen solche Strukturen nicht wegas auf SEM- wie auch auf AFM-
Darstellungen die Identifikation als NP erlaubtsAlberpriifung und Absicherung dieser
Identifizierungsmethode wurde eine Elementaranadygseh SEM-EDX durchgefuhrt. Die im
zentralen Bereich von Abb. 44b vorgenommene Anagyggbt mit 1,25 % eine signifikant
erhohten Anteil an Cer, der neben den ubrigen mRdebe vorkommenden Elementen klar
erkennbar ist. Vergleichsmessungen in anderen TelEmZelle zeigen lediglich diesen
Hintergrund, jedoch mit 0,06 % keine Anwesenheih ¥@er. Damit ist klar belegt, dass es
sich bei der hier dargestellten Struktur um ein Afgdomerat aus Ceroxid handelt und die
optische Identifikation aufgrund der Form der Aggkrate damit Ubereinstimmende
Ergebnisse liefert. Im Regelfall ist anhand der iRalrAnordnung eine Zuordnung mdéglich,
die EDX-Analyse kann in einzelnen Fallen erganzenishgesetzt werden. Eine
standardmafiige Anwendung auf Abbildungen ganzerezeWirde eine automatisierte
Erkennung der NP gestatten, ist allerdings aufgrded dafiir bendtigten Messzeit kaum
praktikabel.

EHT =20.00 kV/ Signal A = InLens Date :11 Nov 2009
WD =10.1 mm Mag = 59.02 KX Time :16:32:46
o ¥ g

X30000 20kV

Abb. 44 SEM-Messung RLE-TN mit CeQ (Typ 3.2) inkubiert, Ausschnitt (a); SEM-EDX, die
Elementaranalyse im markierten Bereich des NP-Agglnerates weist Cer nach (b)

Die NP sind primar gebunden auf der Zelloberflaokiejge finden sich auch neben den
Zellen auf dem Glasboden (Abb. 43). Dabei hande#tieh vor allem um kleine Agglomerate
von ca. 100 — 300 nm Durchmesser. Einheiten im Gid&eich von Mikrometern, wie sie
auf der Zelloberflache vorkommen, sind hier pradtigsicht vorhanden. Das ist verstandlich,
wenn man bedenkt, dass die Proben in einem Medikabiert wurden, in dem auch Proteine
enthalten sind. Diese binden durch Adhasion aufGefidRoberflache (Kunststoff wie auch
Glas) und eine é&hnliche Wechselwirkung findet setahrscheinlich auch an der
Partikeloberflache statt (Kap. 4.2.1). Es ist dadm@unehmen, dass die NP vermittelt tGber
Proteine an die Glasoberflache gebunden werdenibearhinaus kdnnen elektrostatische
Wechselwirkungen beteiligt sein. Dabei sind atikekiVechselwirkungen zwischen NP und
Unterlage sowohl direkt bei ungleichnamiger Ladualy auch indirekt bei gleicher
Oberflachenladung maoglich. Im zweiten Fall ist eiMermittlung durch mehrwertige
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Kationen aus dem Medium in Betracht zu ziehdeim Waschen der Probe steigen die
Flie3geschwindigkeit und damit die Scherkrafte daétn Abstand von der Oberflache an, so
dass hohere Strukturen eher entfernt werden. Afigsdverbleiben an der Zelloberflache
auch groRRere Agglomerate gebunden. Das zeigt, aldssler Zelloberflache eine starkere
Bindung der NP stattfindet als auf der Glasobeni&cHierfir lassen sich zwei Griinde
anfuhren:

Wahrend die Adsorption von Proteinen wie BSA (mit% der Hauptbestandteil der Proteine
in FCS*) an der Partikeloberflache wahrscheinlich unsjpetifist, kénnen hinsichtlich der
Bindung an der Zelloberflache weitere Proteine uaudibler hinaus Lipide und Kohlenhydrate
beteiligt sein. Hierbei sind auch spezifische lakéionen mit einer hoheren Affinitat denkbar.
Zum anderen ist die Zellmembran sehr flexibel uneé dontaktflache mit dem
NP-Agglomerat damit grol3er als auf der ebenen tawden Glasoberflache. Es ist von einer
Kombination beider Phdnomene auszugehen, da ekadel®@indung an die Zelle zu einer
Verformung der Membran in der direkten Umgebungrédithsollte. Das kann dadurch
geschehen, dass sich weitere ,Rezeptoren” (oden aunspezifische Bindungspartner) in
diesem Bereich konzentrieren und durch diese Bigdnrein Prozess getriggert wird, der
eine aktive Aufnahme in die Zelle zur Folge ffaGerade die Mechanismen der Aufnahme
von NP in die Zelle bediirfen einer systematischetetdnchund?®? Sowohl in Hinblick auf
die Toxizitat der Partikel als auch in Bezug aufeptielle Anwendungen von NP als Drug-
Carrier z.B. in der Krebstherapie entfalten dietiRakihre Wirkung erst innerhalb der Zelle.
Daher ist die Kenntnis, auf welcher Basis die Bmglan der Zelloberflache zustande kommt
und welche Rolle sie fur die Aufnahme in die Zedeelt, von entscheidender Bedeutung. Fur
die hier untersuchten NP kommen sowohl elektrasthé Wechselwirkungen mit
verschiedenen Komponenten der Membran wie auchakttenen mit membrangebundenen
Proteinen in Frage. Dabei kbnnen letztere sowobkpenifisch sein (analog zur Adsorption
von BSA) als auch auf einer spezifischen Bindung Eartikeloberflache beruhen. Hier
spielen die chemische Zusammensetzung und die henAnordnung (kristallin, amorph)
sowie adsorbierte Proteine eine Rolle. Beispielsavaioll bei der Verwendung von NP als
Drug-Carrier die gezielte Funktionalisierung der rtiReloberfliche die bevorzugte
Lokalisierung an bestimmten Zellen oder Gewebehesgtellen, die tber entsprechende
Rezeptoren verfiigeft

In jedem Fall und besonders bei der hier unteraumchhgewollten Aufnahme von NP kann
die Adsorption von Proteinen aus dem Blut oder deanfactantfilm in der Lunge eine

Interaktion mit Zellen sowohl positiv wie auch negabeeinflussen. Dabei werden neue
Bindungsstellen geschaffen oder natirlich vorhaadefiberdeckt und so die

Wechselwirkungen mit der Zelle, die ein Partikel spriinglich aufgrund seiner

physikochemischen Eigenschaften aufweist, verantent.diesem Phanomen Rechnung zu
tragen, sind Wechselwirkungen zwischen Zellen und &&Wwohl unter Bedingungen

untersucht worden, die eine Proteinadsorption am §edium wahrscheinlich oder aber
unmdglich machen. Die von den Projektpartnern dyetihrten toxikologischen Tests

fanden in Gegenwart von FCS statt. Daher sind @ie fir diese wie auch alle zuvor
diskutierten Abbildungen ebenfalls in solchen Medmé&pariert worden, die der dortigen
Testsituation entsprechen. Dartber hinaus sind sSkrelftroskopische Messungen
durchgefuhrt worden, welche die direkte Bindung Bartikeloberflache ohne adsorbierte
Proteine an der Zelle widerspiegeln (Kap. 4.2.4).

9 Beispielsweise werden adharente Zellen an derfabbe von KulturgefaRen gebunden, indem Calciudero
Magnesiumionen aus dem Medium die jeweils negallettoladung der Zellmembran und der Unterlage
kompensieren und beide so verbriicken.
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Entwicklung einer Methode zur Dynamischen Inkubatiader Zellen mit NP

Da die toxikologischen Tests durch Uberschichten @&milen mit der jeweiligen
NP-Dispersion durchgefiihrt werden, ist in diesenetbuchungen ebenso verfahren worden.
Hierbei ist zu beachten, dass nur die Partikel @ifikung auf die Zelle ausiiben kdnnen, die
in der Inkubationszeit in Kontakt mit der Oberflactkommen. Es ist weiterhin die
Reaktionszeit der Zelle auf eine potentielle Wirgumer aufgenommenen NP zu
bertcksichtigen. Im Unterschied zu im Medium geddsiolekilen sind fur dispergierte NP
mehrere Transportmechanismen — Sedimentation unéusiih — zur Zelle hin von
Bedeutung. Die Sedimentationsgeschwindigkeit hamgéer anderem von dem Radius der
Partikel ab, so dass groRRere Agglomerate die Zaffidiche eher erreichen. Aufgrund der
hydrodynamischen Eigenschaften der NP fuhrt die rBedfiation zudem nur zu der
Ausbildung eines Verteilungsgleichgewichts in déiskigkeit (Abb. 45, Tabelle 9), dessen
Maximum abhangig von der Grof3e und Dichte der Kartiveit oberhalb des Bodens der
Kulturschale bzw. der Zelloberflache liegen kaffhEine Berechnung nach der von Faucheux
und Libchaber hergeleiteten Gleichung ergibt fig ahittlere Hohen der Partikel Gber dem
Boden:

t-r
h= szg(z)dz
_ e_VL (rL N Lz)— e(r—t% [(t B r)L N LZ] Formel 44
L(e_yL - e(r_%)

Mit Pg(z): Boltzmann Dichte Profil, L = &/Amg: Boltzmann-Lange (abh&ngig von den
Massen des Partikels und der Flussigkeit), r: Raddes Partikels, t: Ho6he der
Flissigkeitssaule.

Bei kleinen Agglomeraten (d < ca. 100 nm) domimewaher diffusive Prozesse, die
langsamer verlaufei>'® Diese unterschiedlichen Transportmechanismen besim
sowohl das Ausmalf3, in dem Partikel verschiedendi3&rdie Zelloberflache erreichen
kénnen, als auch die dafir bendtigte InkubationsY¢iihrend bei dem gewahlten Aufbau die
Sedimentation einen gerichteten Transport zur Zefftdche bewirkt, stellt die Diffusion
einen stochastischen Prozess dar. Wenn allerdiagiké, die die Zelloberflache erreicht
haben, dort irreversibel gebunden werden, bildgt sin Konzentrationsgradient aus. Dieser
bewirkt, dass auch durch Diffusion die Partikehsiermehrt in Richtung der Zelle bewegen.
Bei kleinen Partikelkonzentrationen, die keine igéattg der Aufnahme- oder
Bindungskapazitat der Zelle bewirken, ist diesergémg nachweisbaf’
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Abb. 45 Modellrechnung des Mittelwertes der Gleichgwichtsverteilung von Partikeln in einer
Wasserschicht von 1mm Hohe, Temperatur 20°C, sphache Geometrie der Partikel,
p(Partikel) 7,3 g/ml (CeQ) Kreise, 3,0 g/ml (B6hmit) Quadrate

@ (Partikel) / nm | Abstand des Mittelwertes vom Boden / um
p(Partikel) = 3,0 g/ml | p(Partikel) = 7,3 g/ml

50 470 420
200 49 16
2000 0,05 0,02

Tabelle 9 Berechnete Mittelwerte der Partikelvertediung in wassriger Dispersion fir 2 Materialien
unterschiedlicher Dichte p: 3,0 g/ml (Béhmit), 7,3 g/ml (Ce@). Hohe der Flissigkeit tber Boden 1 mm,
Temperatur 20 °C, spharische Geometrie der Partikel

Bei der bisher in dieser Arbeit wie auch von denojéktpartnern verwendeten
Inkubationstechnik gelangen grofl3ere Agglomeratediriund mit hoherer Wahrscheinlichkeit
in Kontakt zur Zelle als kleinere Agglomerate odenrzelne Primarpartikel. Daher kénnen die
Untersuchungen abhéngig von der Inkubationsdauer witerschiedliches Bild der
GroRRenverteilung der gebundenen NP-Agglomeratehmeit Zudem ist anzunehmen, dass
die Aufnahme von kleineren Strukturen schnellettfatdet und eine lange Inkubation daher
keinen Gleichgewichtszustand herbeifihrt. Es ist Imbgbestimmte Aufnahmewege in die
Zelle zu inhibieren, so dass gebundene PartikeldaufZelloberflache verbleiben. Da fur
einige Partikel die Beteiligung mehrerer verschiele Aufnahmemechanismen berichtet
wird,* ist eine vollstandige Inhibition nicht immer gewtgfistet. Es gilt daher, eine Methode
zu finden, mit der NP in Kontakt zur Zelle gebrawi@rden, so dass sie eine reprasentative
GrolRenverteilung der Dispersion aufweisen. Dazudewine Technik entwickelt, bei der es
nicht zu einer Sedimentation kommt, welche fur dimgleichmafige Verteilung
verantwortlich ist. In einem vertikal ausgerichtetéanal werden an einer Seitenwand die mit
Zellen bewachsenen Glastrager fixiert und die NBpBision parallel zu dieser Oberflache
vorbeigepumpt. Die Zelloberflachen binden so die diifekt aus dem langsam flieRenden
Medium, so dass eine Sedimentation vermieden wWiehit wird gleichzeitig bewirkt, dass
ein gewisser ,Selektionsdruck® auf die Bindungensgmiibt wird, da diese dem
Flissigkeitsstrom standhalten missen. Mit der GesBhwindigkeit kann also eine weitere
Einflussgro3e eingefiihrt und variiert werden, sosdasan zu einer dynamischen Inkubation
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kommt. Damit werden eventuell Aussagen Uber died&ngsstarke zwischen NP und

Zelloberflache maoglich. Das Waschen der ungebundé&ife von der Oberflache, das bei der
zuvor beschriebenen statischen Inkubation notwerstjgentfallt weitgehend. Die Reste der

Dispersion lassen sich einfach durch Pumpen vofePafis dem Kanal entfernen. Das erhdht
die Reproduzierbarkeit der Messung, da das WasdbeRroben sonst in Petrischalen durch
mehrfaches Pipettieren von Hand geschieht.

&

Abb. 46 SEM-Abbildung: Zelloberflache RLE-6TN mit CeO, (Typ 3.2) nach dynamischer Inkubation.
NP-Agglomerate markiert (Pfeile).

Die Abbildungen der Zellen nach einer dynamischetuldation mit einer NP-Dispersion
zeigen, dass die Zellen auch hier Agglomerate aer iDberflache binden. Die meisten
Agglomerate weisen einen Durchmesser unter 1 pn(&al. 46), vereinzelt werden auch
gré3ere Einheiten auf den Zelloberflachen gefunttegesamt ist die Dichte der NP auf der
Oberflache kleiner als bei den Abbildungen von Zehach einer statischen Inkubation. Ein
quantitativer Vergleich hier allerdings nicht simlyda die Unterschiede der Praparation dies
kaum zulassen. Wahrend bei der statischen Inkubatio grof3er Teil der NP in der
Flussigkeitssaule Uber der Probe die Zelloberflagmeeichen wird, stehen bei der
dynamischen Inkubation fiir eine Interaktion nur M2 in einem begrenzten Bereich wenige
pm von der Oberflache zur Verfligung.

Assoziation der NP an Microvilli

Bei der Auswertung sowohl der AFM- als auch der SEbbildungen féllt auf, dass die
NP-Agglomerate (Cef) Bohmit) zwar auf der Cytoplasmamembran der Zetiebunden

sind, dabei aber sehr haufig assoziiert mit eireeloder mehreren Microvilli vorliegen.
Diese Strukturen dienen unter anderem zur Verguifgerder Oberflache von Zellen
beispielsweise des Darm- oder Lungenepithels urgtagen damit einen effizienteren
Stoffaustausch mit der Umgebung. Dabei tragen igsie Rezeptoren und Membranproteine,

" Flussigkeitshohe tber der Zelloberflache wahresrdkubation 0,8 mm (statisch), 1,0 mm (dynamisch)
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die auch potentielle Bindungsstellen fir NP dalestel Die Assoziation mit den hier
untersuchten NP ist ein Zeichen dafur, dass digduvilti eine Affinitat zu den NP aufweisen.
Aufgrund vergleichbarer elektronenmikroskopiséheund SICM-Abbildungetf® von
Polymerpartikeln auf Zellen wurde die Beteiligungnvicrovilli am Bindungsprozess
postuliert. Hinsichtlich der Bindung der Partik@ls$en sich zwei Modelle entwickeln. In
Flussigkeit zeichnen sich die fingerartigen Stroétudurch eine hohe Beweglichkeit aus, die
sie erst durch die Trocknung verlieren. Zum Einen kdneie Microvilli eine aktive Funktion
ubernehmen, indem sie im umgebenden Medium mifréediffundierenden NP interagieren
und sie an ihrer Membran assoziiert halten. DalLdiege der Microvilli durch das interne
Aktingeriist kontrolliert wird*® ware es méglich, dass sich zuriickbildende Viltigigh mit
der Cytoplasmamembran verschmelzen und gebunderdoitiRerbleiben. Auch ein aktiver
Transport von gebundenen NP entlang der Microwillzelle ist denkbat®**° Ausgestreckte
Microvilli neigen sich wéahren der Trocknung zur Menaub und halten die gebundenen NP
dort in Position. So kdénnen sowohl an der Cytopls@mbran als auch an den Villi
gebundene NP erklart werden. Auch eine eher passin&tion der Microvilli ist mdglich,
bei der die NP hauptséachlich direkt an der Zellmembgebunden werden, wo sie langere
Zeit verbleiben. Kommen die beweglichen Villi inrdelussigkeit in Kontakt zu diesen
NP-Agglomeraten, bleiben sie mit ihnen assoziied behalten diese Position wahrend der
Trocknung bei. Die bisherigen Ergebnisse lassen betgepretationen zu. Es ist durchaus
plausibel, dass die an der Bindung beteiligten Konemten der Zelle nicht ausschlief3lich in
der Membran der Villioder der tbrigen Zellmembran lokalisiert sind, wenn alwkale
Unterschiede der Konzentration und eventuell eilust€rbildung moglich sind.

Es gibt Hinweise auf zellulare Rezeptoren, die anRladung und Aufnahme bestimmter
Partikel beteiligt sind. Im Fall von Alveolarmakimggen ist der Scavenger-Rezeptor
MARCO zu nennen, der eine Rolle bei der PhagozyoseSiG und TiG, spielt>™***Neben
den phagozytotischen Zellen des Immunsystems venfiggich die Epithelzellen der Lunge
Uber Membranproteine, die eine Partikelbindung besm kdénnen, wie das vor kurzem
beschriebene Verhalten des Glycoproteins Syndedaeieht. Es kommt ebenfalls auf Typ I
Zellen des Alveolarepithels vor und ist in der Mearbder Microvilli lokalisiert. Aufgrund
einer Heparansulfat-Modifizierung verfugt es tbeeehohe negative Ladung. Dieses Protein
ist an der Bindung von positiv geladenen NP bejkeillie daraufhin entlang des zentralen
Aktinfilaments der Microvilli und Filopodien aktizur Zelle transportiert werden, wie G. Orr
et. al. an fluoreszent markierten aminofunktioriatten Silica-NP belegt habéh™*° Die in
der vorliegenden Arbeit eingesetzten NP weisenrsaéedliche elektrische Ladungen (zeta-
Potential) auf, wobei die vier Ce®odifikationen in reinem Wasser ebenfalls ein poss
zeta-Potential (> 30 mV) besitzen. In den biololgest Puffern und Medien sinkt der Wert
allerdings fur die hier untersuchten wie auch fiéterandere metalloxidische NP auf negative
Werte (-7 bis -20 mVy>**" In der Literatur finden sich nicht immer so detaite Daten
hinsichtlich der tatsachlichen Ladung bzw. des-Reitentials der Partikel in den biologisch
relevanten Medien. Eine direkte Ubertragbarkeit gden G. Orr et al. beschriebenen
Mechanismen ist daher nicht ohne weiteres gegeloi®, Arbeit bietet aber gute
Anhaltspunkte fur weitere Untersuchungen.

Die beschriebenen fluorezenzmikroskopischen Methogiestatten eine relativ rasche und
einfache Analyse des Partikeltransports entlang-depodien. Da diese schmalen Auslaufer
flach auf dem Boden der Kulturschale anhaften (At#.unterer Bereich, Abb. 43b), sollte
eine Untersuchung auch bei lebenden Zellen mitteEMAmaoglich sein, ohne dass
Unebenheiten der Zelle die Identifikation der NBcaweren. Solche Messungen wéren nicht
mehr auf Fluoreszenzmarkierung der Partikel angeemie Transportvorgange sollten durch
eine Bilderserie nachzuweisen sein. Die bei demspairt auftretenden Krafte wirken lateral
in einem willkirlichen Winkel zur AFM-Spitze, so sk sie durch AFM nur schwer zu
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quantifizieren sind. Durch eine optische Pinzetéeem solche Messungen eher zu realisieren.
Diese Technik béte auch die Moglichkeit, optischellBerbare Partikel gezielt in Kontakt zu
den Filopodien zu bringen und den Transport lichtoskopisch zu verfolgen. Damit wirden
die Messungen unabh&ngig von zufélligen Kontakteischen Partikeln und Zellen.

S

4.2.4 Kraftspektroskopie zwischen NP und Zellen

Nachdem die Wechselwirkung von NP mit der Zelloléetie durch verschiedene
hochauflosende mikroskopische Verfahren anhandAanildungen charakterisiert wurde,
soll nun der Fokus auf die Krafte gelenkt werdar, dlesen Interaktionen zugrunde liegen.
Einige potentielle zellulare Bindungspartner fiir BIRd bereits anhand der Bilder diskutiert
worden und werden im Folgenden auch im Zusammentmamgkraftspektroskopischen
Untersuchungen eine Rolle spielen. Diese dienenQ@entifizierung der Bindungskréfte
zwischen den NP und der Zelloberflache und anakysidabei NP, die sich hinsichtlich ihrer
chemischen Zusammensetzung (ge00,, Si0,) oder aber der Oberflacheneigenschaften
(verschiedene Modifikationen von CgO unterscheiden. Dariber hinaus wird die
Zelloberflache auf lokale Unterschiede der Bindafiysitat untersucht. Die Force-Volume
Technik stellt damit ein kraftspektroskopisches Aglent zur Lokalisierung gebundener NP
durch Abbildungen der Zellen dar.

Bindungskrafte unterschiedlicher NP

Ein wichtiges Thema, das im Rahmen des NanoCarek®esjdearbeitet wurde, ist die
Korrelation von chemischer Zusammensetzung derikearund mdoglichen toxischen
Effekten auf die Zellen. Um den Einfluss auf die ad&i Bindung an der Zellmembran zu
untersuchen, wurden insbesondere Ceroxid und Taambiausgewahlt, die eine grolie
Bedeutung im Substanzkatalog haben bzw. als Referaerial dienen. Zudem
reprasentieren sie Partikel mit positivem (Ge@ie auch negativem (Ti) zeta-Potential. Im

Fall von CeQ@ wurden dariber hinaus Partikel mit unterschiedlich
Oberflacheneigenschaften (BET, zeta-Potential) gerneDadurch soll geklart werden, ob
die Interaktion mit den Zellen und deren Reaktiam die Partikel gezielt beeinflusst und
damit das toxikologische Potential reduziert werkdann. In der vorliegenden Arbeit wurden
daher diese Partikel hinsichtlich der jeweils anr dgelloberflache auftretenden
Bindungskrafte untersucht.

Fur die kraftspektroskopischen Messungen ist dimadfilisierung der Partikel an der AFM-
Spitze essentiell. Dazu wurde ein NP-Aggregat débxid-Harz an der Spitze fixiérf und
schwach gebundene NP mittels einer Ultraschallodlbag entfernt. Der Erfolg der
Préaparation wurde durch elektronenmikroskopischéildbngen Uberprift. Diese Technik
zur Funktionalisierung hat den Vorteil, dass siedi&é aggregiert vorliegenden NP universell
einsetzbar ist und nicht auf eine an die Eigensehafter Partikel angepasste chemische
Modifizierung angewiesen istDie im Laufe des Projektes durch einen Industrigyea
durchgefuhrten Versuche, einen Fluoreszenzfarbdtoffalent mit den NP zu koppeln,

° Die in diesem Abschnitt diskutierten AFM-Messungenrden im Rahmen einer von mir angeleiteten
Diplomarbeit von Herrn Sebastian Ziinkeler durchigefi
' Die Verwendung von auf Silanen basierenden Linkamm hier in Betracht gezogen werden.
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dokumentieren die dabei auftretenden Schwierigkeited unterstreichen den praktischen
Nutzen der hier verwandten Methode zur AnbindundiamPAFM-Spitze.

Die kraftspektroskopischen Untersuchungen wurderchdu~orce-Volume-Messungen in
einem Bereich von 2,5 x 2,5 um Uber dem Zellkern jdeeiligen Zellen durchgefiihrt.
Dadurch werden reproduzierbare Bedingungen flr dieterschiedlichen Partikel
gewahrleistet. Weiterhin wird durch die Variatioardviessposition sichergestellt, dass die
Belastung fur die Zelle minimal ist und es nicht Ieldalen Veranderungen oder gar einer
Penetration der Membran kommt. Fir alle Messungerdeveine Rickzuggeschwindigkeit
von 3 um/s eingestellt, was einer Loading-Rate ¥80 pN/s entspricht. Die Kontaktzeit
zwischen der funktionalisierten AFM-Spitze und delloberflache wurde zwischen 1 und
120 s variiert, wodurch zeitabhangige Veranderungg&hrend des Bindungsprozesses erfasst
werden konnen. Hierzu wurde die Kraft, mit der de€ontakt von NP und Zelle
aufrechterhalten wird, konstant auf 200 pN gehaltew die z-Position des Cantilevers
entsprechend nachgeregelt. Ein Vergleich der Binsknddte von NP unterschiedlichen
Materials wird exemplarisch anhand der mit 2 s ld&treit gemessenen Daten durchgefuhrt.
Bei langeren Zeiten (> ca. 5 s) kommen weitere E&f@ke Mehrfachabrisse zum Tragen, die
gesondert im folgenden Kapitel diskutiert werdeleso

Beim Zuruckziehen des Cantilevers von der Zelle ktres zu einer Adhasion zwischen der
NP-funktionalisierten Spitze und der Zelloberflactwepei fir Kontaktzeiter 5 s meist ein
einzelner Abriss zu detektieren ist. Die dazu notwge Kraft liegt im Mittel fur
CeQ (Typ 3.4) bei 34,3 £ 12,0 pN und fur Ti@QTyp 1.2) bei 38,0 + 10,1 pN (Gaul3-Fit der
Daten bei 2 s Kontaktzeit, Abb. 47). Beide Wertaser eine Differenz von nur 3,7 pN auf,
so dass man davon ausgehen kann, dass es bezdgtidhteraktion der Partikel mit der
Zelloberflache keine deutlichen Unterschiede gibte weiteren Messungen mit kurzer
Kontaktzeit bestatigen diese Analyse. In  Anbetracilder unterschiedlichen
Materialeigenschaften (zeta-Potential in Wassei7 pHO, -26,3 mV, Ce@+30,0 mV) sollte
man davon ausgehen, dass sich hier signifikanteerstttiede ergeben, da fir positiv
geladene Partikel oft eine hohere Bindungsstarkedioberflachen beschrieben wird, als fur
neutrale oder negativ geladene Parttkéf> wobei es hier auch abweichende
Studienergebnisse gib¥ Bei den kraftspektroskopischen Untersuchungen evamters als
bei der Inkubation der Zellen mit NP zu Abbildungszken dem Kulturmedium kein FCS
zugesetzt, so dass eine Adsorption von Proteinent mhoglich ist. Daher wird hier die
direkte Interaktion der Partikeloberflache mit d&gllen gemessen, sowohl die Bindung von
adsorbierten Serumsproteinen an Rezeptoren wie aegme Maskierung der
Partikeloberfliche unter einer passivierenden Rrathicht werden ausgeschlossen.
Allerdings kommt es auch in Kulturmedium zu einar&hderung des zeta-Potentials der NP,
das wahrscheinlich durch die gelosten (mehrwerjigemen bedingt wird. Sowohl CeQils
auch TiQ weisen unter diesen Bedingungen ein schwach wnegatzeta-Potential von
ca. 8 — 10 mV auf Damit kénnen die geringen Unterschiede der Bindlrigte durchaus
mit einer Interaktion zwischen den NP und der Zaltfiiche in Einklang gebracht werden,
die weitgehend auf elektrostatischen Wechselwirkuangeruht. In den zitierten Arbeitér>
wurde dagegen die Ladung der Partikel gezielt dwitte kovalente Modifizierung der
Oberflache beispielsweise mit Aminogruppen gesteubiwieweit diese Partikel mit
organischen Gruppen auch in Kulturmedien ihre Lgdumverandert behalten und sich damit
anders verhalten als die hier untersuchten metdlBohen Oberflachen, bleibt in einigen
Studien allerdings offen. Darin zeigt sich die Nehaligkeit einer sorgféaltigen
Charakterisierung der untersuchten Partikel urearBedingungen, unter denen die Versuche
tatsachlich durchgefuhrt werden. Nur so sind dieol&htungen mit den Kkorrekten
Parametern zu korrelieréh.
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Abb. 47 Bindungskrafte zwischen der Zelloberflache (RLE-6TN) und verschiedenen NP:
CeO, (Typ 3.4) 34,3 +£12,0 pN (a), Ti(Typ 1.2) 38,0 + 10,1 pN (b), Sig(unmodifizierte AFM-Spitze)
37,4+ 14,1 pN (c)

Ein weiterer Parameter, der im Unterschied zu WKpakgoskopischen Messungen an
aufgereinigten Biomolektlen die Bindungskréafte h#lasst ist die jeweilige Kontaktflache
zwischen den NP und der Zelloberflache. Diese zaHvegen ist nicht trivial, insbesondere
da die Zellmembran sich abhangig von der Kontaktzed der ausgelbten Kraft der Form
der AFM-Spitze anpasst. Wegen der bekannten uridosier zu reproduzierenden Geometrie
wurden beispielsweise der Apex einer unfunktiomatien AFM-Spitze als Modell fur
SiO-NP eingeset2t* oder unterschiedlich an der Oberfliche modifigieugeln mit
bekanntem Radius (im um Bereich) an der Spitzetaaght®’ Eine direkte Berechnung der
Kontaktflache findet sich aber auch in diesen Untehungen nicht immer. Aufgrund der
Fokussierung auf die von den Projektpartnern zurfideing gestellten NP waren solche
Messungen hier nicht moglich. Die dreidimensiondBestalt der funktionalisierten
AFM-Spitzen wurde daher auch mittels der AFM-Abbild eines inversen Gitters vermessen
und anschlieRend durch die Software SPIP rekoestr(Abb. 48b). Die Abbildungen zeigen
eine unregelmafige und zerkliftete Struktur, weefiér Aggregate der NP typisch ist, so dass
die Abschatzung der Kontaktfliche mit der Zellmembszhwer madglich ist. Fur kurze
Kontaktzeiten und kleine auf die Zelle ausgeubteftérgollte sich die Kontaktflache auf
einen kleinen Bereich an der Spitze des Aggregesshranken. Vergleichsmessungen mit
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weiteren Spitzen, modifiziert mit den jeweils glen NP, bestatigen die an diesen Daten
exemplarisch dargelegten Resultate. Auch der Veelglenit Messungen bei langeren
Kontaktzeiten im nachsten Abschnitt verdeutlichtratiu das haufige Vorliegen von
Einfachabrissen die enge lokale Begrenzung des Boshreignisses bei Kontaktzeiten unter
ca. 5 s. Untersuchungen an NP, die als Priméarearsitabil dispergierbar sind, sollten das
Potential der Methode noch besser ausschdpfen kpmean es gelingt, sie als geschlossene
Schicht an der Spitze zu immobilisieren oder gazeine NP Uber einen Linker anzubinden.
Eine Flissigphasensynthese der Partikel bietetMoeeile gegentber der Herstellung durch
Pyrolyse, da so eher einzeln vorliegende Partikadiggt werden, die in Wasser eine stabile
Dispersion bilden (Abb. 24). Bei den in diesem Ekbjzur Untersuchung vorgesehenen NP
aus der Flussigphasensynthese war die Oberfladbedias durch adsorptiv gebundene
organische Stabilisatoren belegt, was eine nadith&gFunktionalisierung stark erschwert.
Eine weitere Alternative koénnte in der Beschichtudgr AFM-Spitze mit dem zu
untersuchenden Material oder dem entsprechendeanliMgtfolgt von einer Oxidation der
Oberflache liegen. So ware analog zu Leonenko.®f ah der Spitze eine Nanostruktur mit
definierter Geometrie zu erhalten, wobei deren @ere und innere Struktur sich allerdings
von der eines metalloxidischen NP gleicher chengisctusammensetzung unterscheiden
konnten.

x6500 20KV

— 4 ym ——

Abb. 48 AFM-Spitze funktionalisiert mit einem NP-Aggregat aus CeQ (Typ 3.4). SEM (a), AFM
abgebildet durch ein inverses Gitter (b)

Einfluss der Kontaktzeit auf das Bindungsverhalten

Die Auswertung der Messkurven zeigt, dass es meigashder Kontaktzeit zu deutlichen
Veranderungen der Wechselwirkung zwischen der NiRtfonalisierten Spitze und der Zelle
kommt. Dabei hat auch hier die chemische Identdgit NP (TiQ wie auch Ceg keine
signifikanten Unterschiede der Ergebnissen zur F@Mpb. 50a, b). Bei kurzen Kontaktzeiten
(£ 5 s) ist zumeist ein einzelner Adhéasionspeak imeiBhB von ca. 34 — 40 pN zu
verzeichnen. Mit steigender Kontaktzeit nimmt desgmte Abrisskraft zu, wobei nach einem
Bereich groRer Auslenkung mehrere Plateaus komstdfrtaft folgen, die jeweils durch
einzelne Abrisse getrennt sind. Diese zeichnenlsiciig durch &hnliche Krafte aus, die etwa
40 — 60 pN betragen. Die Anzahl der Abrisse nimnit steigender Kontaktzeit zu. Die
letzten Abrisse finden in einem Abstand von bislfupum von der Zelloberflache statt.
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Aufgrund dieser langen Distanzen ist davon auszamgeldass Teile aus der Zelle
herausgezogen werden, die eine Verbindung zwisClaailever und Zelle halten. Es handelt
sich daher um lokal begrenzte Membranschlduche gersmnte Tether — die im
Kontaktbereich zwischen Cantilever und Zelle emiste Dieses Verhalten soll nun genauer
betrachtet werden.

Wahrend des Kontaktes wird die Kraft zwischen dé&MASpitze und der Zelle konstant
gehalten und die funktionalisierte Spitze sinkt &t800 — 500 nm in die Zelle ein
(Kontaktzeit> 30 s). Die Zellmembran passt sich mit steigendent&ktzeit der Form des
NP-Aggregates immer mehr an, so dass die Kontaktléteigt. Ein solches Verhalten ist
auch bei der Bindung und Aufnahme der NP zu enmadtBer werden Partikel-Aggregate
von der Membran umschlossen, so dass sich ein gtadisgcher Vesikel abschnirt, der
beispielweise durch TEM-Untersuchungen nachweisest'f& Im Ergebnis fiihrt das zur
Messung einer erhohten Adhasionskraft, die im Bareiehrerer 100 pN liegt (Abb. 49).
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Abb. 49 Typische Kraft-Distanz-Kurve zwischen einerfunktionalisierten AFM-Spitze und einer Zelle
(RLE-6TN) bei einer Kontaktzeit von 60 s. (1) Krafsensor weit entfernt von Zellmembran (keine
Wechselwirkungskrafte); (2) Kontakt; (3) Spitze wird mit einer vorher definierten Kraft auf die

Membran gedrickt; (4) Kraftsensor bleibt fir die Zeit t in Kontakt; (5) Rickzugsbewegung; (6) Adh&sion
(Bestandteile der Zelle sind noch am Sensor gebune (7) Abrisse einzelner Membrantether

Die Analyse der Messkurven zeigt, dass die gesaibtesskraft auf mehrere einzelne
Abrissereignisse zuriickzufuhren ist. Diese sinddoiich lange Bereiche getrennt, in denen
sich die AFM-Spitze von der Zelle entfernt, die Kr@ber konstant bleibt. Die Zellmembran
reildt also gestaffelt von der Partikeloberflache wbbei die verbleibenden Verbindungen
weiter gedehnt werden, bevor eine weitere Bindulggy wird. Bei diesen Tethern handelt es
sich um Membran-Nanoréhren mit einem DurchmesseBéneich von etwa 100 nfi° deren
Langenwachstum durch ein Reservoir von Lipiden dersZellmembran gespeist wird. Aus
diesem Grund findet die Elongation ohne einen weiteAnstieg der Kraft statt! Das
Abreil3en eines Tethers stellt neues Material furvdsgtere Ausdehnung der verbliebenen
Tether zur Verfigund® Die Anzahl der Tether ist begrenzt, wachst aber stétgender
Kotaktzeit und damit wachsender Kontaktflache zhest dem NP-Aggregat und der Zelle
(Abb. 50a, b). Dabei konnen sowohl mechanische Efelie auch biochemische
Bindungsereignisse eine Rolle spielen.
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Abb. 50 Kraft-Distanzkurven der Bindung zwischen NPund Zelloberflachen von RLE-6TN. AFM-Spitze
funktionalisiert mit (a) TiO , (Typ 1.2) und (b) CeQ (Typ 3.4) sowie (c) nicht funktionalisierte SiN-Sjize
(SiO,-Oberflache).
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Neben den mit NP funktionalisierten Cantilevern eemr auch Messungen mit unbehandelten
Spitzen durchgefuhrt. Diese stellen ein einfach&gstem dar als die NP-funktionalisierten
Spitzen mit ihrer komplexen Oberflachenstruktur.nitaliefern sie wichtige Erkenntnisse
hinsichtlich des Einflusses der geometrischen undhamr@schen Parameter des Kontaktes.
Bei diesen Untersuchungen entstehen die Tether dobokirzeren Kontaktzeiten von 1s
(Abb. 50c). Da die unbehandelten Spitzen aufgrimesi grol3eren Aspektverhéltnisses einen
hoheren Druck ausiben und die Zellmembran auch herek Kontaktizeit starker
deformieren, kommt es hier schon friiher zu einegeerrKontakt zur Membran. Dieser ist
aber auf die kleine Flache des Apex begrenzt, withcke ebenen Seitenflachen der Spitze
weniger Mdoglichkeiten bieten, einen engen Kontakzabauen. Daher erreicht die Anzahl
der Tether bei langerem Kontakt nicht die Werte ér NP-Aggregaten funktionalisierten
Spitzen. Diese weisen im Unterschied dazu neben \dwdersten Spitze weitere
hervorstehende Bereiche auf (Abb. 48), die beidéggKontaktzeit ebenfalls eng mit der
Membran interagieren konnen. Das spricht dafursdzis lokal erhdhter Druck auf die
Membran zu einer verstarkten Interaktion und damah der Ausbildung von Tethern fuhrt.

Neben diesen mechanischen Effekten ist auch den#thss, die Zellmembran eine begrenzte
Anzahl an Molekilen beinhaltet, die zu einer Erkergnund Bindung der NP fahig sind. Mit
steigender Kontaktflache wirde eine Bindung sonaihrmscheinlicher, was sich ebenfalls mit
den Ergebnissen deckt. Potentielle Bindungspartngisstan die Ausbildung der
Membrantether gestatten, ohne dass die Bindungr abreildt. Solche Strukturen kénnten in
den Microvilli vorliegen, die eine Affinitat zu de\P aufweisen, wie bereits diskutiert wurde.
Es ist bekannt, dass beim Transport von Neutroplidefien des Immunsystems) durch die
BlutgefaRe Adhasionsproteine in den Spitzen derdWitti den Kontakt zu den Zellen der
GefaBwand haltel?”®° Eine Langenausdehnung der Microvilli oder die Aldsbig von
Membrantetherhdient der Kompensation der durch den Blutflusgraténden Zugkraft&:
Ein solcher Effekt kbnnte hier ebenso eine RollelepieUm eine Beteiligung der Microvilli
eingehender zu untersuchen, ist es moglich, imgir zu verandern oder eine vollstandige
Ruckbildung zu induzieren. Da sie durch das zemtdtinfilament stabilisiert werden, fuhrt
eine Inkubation der Zellen beispielsweise mit Latulin zu einem Abbau der Microvilf?
Um das Cytoskelett der Zelle in seinem nativen &ustzu belassen, wére die Verwendung
von 2-APB vorzuziehelf? Diese Substanz lasst sich die Microvilli fiir degitZaum von ca.
20 min zurtckbilden. Damit bietet sie die Moglicitkeen Einfluss der Microvilli selektiv zu
untersuchen. Da der Abbau der Microvilli reversiist| konnten mégliche Veranderungen
der kraftspektroskopischen Messungen wéhrend dekwwysdauer der Substanz mit hoher
Sicherheit den zeitweise zuriickgebildeten Microvitugeordnet werden. Die bislang
erarbeiten Ergebnisse bilden eine gute Basis aufsdehe Untersuchungen in Zukunft
durchgefihrt werden kénnen.

Ein Vergleich der Abrisskrafte der unterschiedliché¢R ist bei langeren Kontaktzeiten auf
Grund der Mehrfachabrisse schwer durchzufuhrenn degr kommen starker als bei kurzen
Kontaktzeiten auch die geometrischen Parameter NdlR1Aggregate zum tragen. Es ist
erkennbar, dass die gesamte Abrisskraft mit deraAhder Abrisse steigt. Dabei liegt die
Mehrzahl der Einzelabrisse im Bereich von 40 — 60 yd deutet auf das AbreiRen der
Tether von der funktionalisierten Spitze hin. Wiaat bei kurzen Kontaktzeiten dargestellt,
sind auch hier keine signifikanten Unterschiede setven den unterschiedlichen NP
auszumachen. Dabei ist zu verzeichnen, dass dieblisge bei lAngeren Kontaktzeiten
starker streuen. Die Grof3e der Abrisskrafte deattt gut mit an verschiedenen anderen
Zellen gemessenen Werten von 10 — 60 pN fur Tebnisse. Im Vergleich dazu werden flr

Y Bei Kraften< 34 pN verlangert sich der vollstandige Villus, be&ften> 61 pN bildet sich ein Tether. Der
Vorgang ist abhéngig von dem Ausmalfd der VerankedeamgMembran mit dem Aktinfilament im Inneren des
Microvillus, wodurch auch der Ubergangsbereich e den Grenzwerten herriifit.
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das ZerreiBen eines Membranschlauches etwa 100ngigaberi®® so dass ein solcher
Vorgang, der zu einer Schadigung der Zelle fihremHKaer in der Regel nicht anzunehmen
ist.

Um die Grol3e der Abrisskrafte sowie die Anzahl Bieidungsstellen einschéatzen zu kénnen,
wurden Vergleichsmessungen mit einem natirlichegamden durchgefuhrt, der dessen
Bindungsverhalten an Zelloberflaichen bekannt ister#h wurde Fibronectin (FN)
ausgewahlt, das als Adhasionsprotein in der Exitdaetn Matrix des Bindegewebes
vorkommt und eine Verankerung der Zellen tber diedBng an Integrine vermittelt. Diese
stellen Transmembranproteine dar, die eine Verbigdaom Cytoskelett besitzen und
extrazellulare Adh&sionsproteine wie FN beispied@diber die typische Aminosauresequenz
RGD erkennen und binden. Fir diese Messungen wukeiéfSpitzen mit FN inkubiert, das
an deren goldbeschichteter Oberflache gebunden Bid einer Kontaktzeit mit der Zelle
von 30 s liegt die Gesamtabrisskraft bei etwa 1 umdl damit deutlich Gber den fur
NP-funktionalisierte Spitzen bestimmten Werten. U8&sichtigt man, dass fir einzelne
Bindungen zwischen Fibronectin und dem Integrfl 35 — 60 pN gemessen wurdéh,
wird klar, dass die Anzahl der einzelnen Bindungediesem Fall deutlich héher sein muss,
als es unter vergleichbaren Bedingungen zwischemnmdPZellen der Fall ist. Zudem gleicht
die Spitzengeometrie der einer unbehandelten Spitzedie ein enger Kontakt mit der
Zellmembran eher im kleinen Bereich des Apex anzomen ist. Das zeigt, dass die
spezifische Bindung von FN an der Membran den Kdntarstarkt und wahrscheinlich auf
die Flanken der Spitze ausdehnt. Weiterhin falif dass es bei FN-funktionalisierten Spitzen
nicht zur Ausbildung von Tethern kommt. Fiur derensEattung ist jeweils ein gewisses
Reservoir an Membranlipiden in der Umgebung deejégen Bindungsstelle notwendig, die
selbst nicht direkt mit der Spitze interagierencAwvenn die Bindungskraft zwischen FN und
Integrin fur die Ausbildung eines Tethers ausreickelite, sind diese Bindungen so haufig,
dass nicht genigend Membranmaterial dazwischert, Iy den Prozess zu erlauben.
Verglichen mit der Dichte der Bindungsstellen fiibrBnectin kann man daher annehmen,
dass potentielle Bindungspartner fur die untersercMP aus TiQund CeQ wie auch fur die
nicht funktionalisierte AFM-Spitze (SKP auf der Zelloberflache in relativ kleiner Anzahl
vorkommen.

Lokalisierung von Bindungsereignissen auf der Zetlerflache

Nachdem die Bindungseigenschaften der NP mit dde Zbarakterisiert wurden, soll nun
untersucht werden, ob es Unterschiede in verscheedérealen auf der Zelloberflache gibt.
Fur die bisherigen Messungen wurde ein kleiner iBereon 2,5 x 2,5 um auf dem Zellkern
erfasst, um vergleichbare Bedingungen fir versamedzellen zu gewéhrleisten. Nun wird
der Force-Volume-Mode genutzt, um auf der gesamilloberflache Messungen
durchzufiihren. Die Scangrof3e betragt 40 x 40 um1b6D aufgenommenen Kurven mit
einer Kontaktzeit von je 0,1 s. So wird vor allera Adhasion der NP auf der Zelle erfasst,
wohingegen die Bildung von Tethern, die eine autigate Auswertung erschweren,
vermieden werden kann. Die Ruckzuggeschwindigkaibleibt bei 3 pm/s, womit die Dauer
einer Messreihe bei ca. 50 min liegt. Die Auswabs$ dMessbereiches erfolgt anhand des
Videobildes (Abb. 51A). Da aus den F/d-Kurven adah vertikale Position des Kontaktes
mit der Zelloberflache abzulesen ist, ergibt sial tepographischen Bild (Abb. 51B) und
eine Zuordnung der gemessenen Bindungskrafte (AALC) zu ihrer Lage auf der
Zelloberflache ist leicht méglich.
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Betrachtet man die Adhéasionskrafte zwischen den (RQ, Typ 3.4) und einer Zelle
(RLE-6TN), ergibt sich als Median der Verteilung &Wert von 22,5 pN. Daraus erkennt
man, dass bei einem groRen Anteil der Messkurvemeime sehr geringe Adhasion zu
verzeichnen ist, die deutlich unterhalb der zuwestimmten Bindungskraft von 34,4 pN liegt.
Auch wenn die Prazision der Messungen in diesendrigien Kraftebereich durch das
Rauschen limitiert ist, wird klar, dass in einenutiehen Anteil der Zelloberflache eine
Bindung der Partikel nicht zu verzeichnen ist. Bi&eobachtung deckt sich mit den zuvor
geschilderten Vergleichen der Dichte der Bindungsiea fir NP und Fibronectin auf der
Zelloberflache.
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Abb. 51 Adhésionskarte der Bindungskrafte zwischemNP CeQ, (Typ 3.4) und Zelloberflache (RLE-6TN).
Optisches Bild der Zellen (A), die Topographie (Bentspricht dem ersten Kontakt zwischen AFM-Spitze
und Zelle (ein Zellkérper und Nucleus rot markiert), die jeweiligen Abrisskréfte (C) der 40x40
Messkurven

Da die zuvor beschriebenen Messungen in einem ddeiBereich auf dem Zellkern
durchgefuhrt wurden, stellt sich die Frage, ob eBeéreal reprasentativ fir die ganze
Zelloberflache ist. Eine optische Beurteilung dekalen Verteilung der Bindungskréfte
anhand der Abb. 51 c lasst vermuten, dass die Boshiellen — oder genauer die Positionen
mit einer hohen Adhéasionskraft — gleichmaRig auf delloberflache positioniert sind. Um
eine statistische Auswertung der Daten durchzufuhseirde als Nullhypothese die Aussage
gewahlt, dass die Verteilungen im Bereich des Nugclend der ganzen Zelle gleich seien. Die
zu prufende Hypothese besagt, dass es Unterschietdehen der Verteilung in diesen
Bereichen gabe. Zur Untersuchung wurde der Kolmmggsmirnow-Test gewahlt. Hierzu
wurde die kumulative Haufigkeit der Adhasionskraite Bereich des Nucleus sowie der
ganzen Zelle berechnet und verglichen. UbersteggDifferenz zwischen beiden GroRen an
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einem Punkt den definierten Grenzwert, kann man \@eeilungen mit dem jeweiligen
Signifikanzlevel als unabhangig bezeichnen. Diefi@rgdbb. 52) zeigt beide Verteilungen
sowie die Grenzwerte des haufig gewahlten Sigmfzkéveausa = 0,05 und des zur
Sicherheit deutlich groReren Weries= 0,20. Diese Werte geben die Wahrscheinlichkeit a
mit der die Nullhypothese falschlicherweise abgeteWwird. Die Grenzwerte stellen den
Toleranzbereich um die Verteilung dar, die die gadeke reprasentiert. Man erkennt, dass
die Adhasionskrafte im Bereich des Kerns geringjiiher denen in der ganzen Zelle liegen,
allerdings ist dieser Unterschied nicht als sidgaifit zu werten. Die durat = 0,05 definierte
Grenze wird in keinem Fall erreicht, selbst bex 0,20 wird der Grenzwert nicht tangiert,
auch wenn dies anhand der Grafik schwer erkenmsbaEs ist daher anzunehmen, dass die
Adhasionskréfte, die auf dem Kern der Zelle gemesgaalen, reprasentativ fur die ganze
Zelle stehen. Das ist wichtig fur die zuvor dargbtn Messungen bei unterschiedlichen
Kontaktzeiten und Partikeln, die nur im Bereich tegleus durchgefihrt wurden. Eine lokal
hohere Bindungskraft oder Haufung von Bindungseisgen in Kernbereich wirde fur eine
heterogene Verteilung von Bindungspartnern auf @berflache der Zelle sprechen. Ein
solches Verhalten héatte Bedeutung fir die Bindumgl Wufnahme der Partikel. Die
Ergebnisse sprechen aber fur eine auf makroskopid€ebene heterogene Verteilung der
Bindungsereignisse und damit auch der potentieltefiularen Bindungsstellen. Diese
Analyse bestétigt die Beobachtungen, die anhandAtibildungen gebundener NP auf der
Zelloberflache gemacht wurden (Kap. 4.2.3).
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Abb. 52 Statistik der Verteilung der Bindungskrafte von CeQ, auf der Zelloberflache und im Areal des
Kerns mit maximaler Toleranz bei zwei Signifikanzniveasa

Diese Ergebnisse kdnnen in Einklang mit den schoarggen Modellen der Interaktion mit
der Zelloberflache interpretiert werden. Eine ehespeazifische Bindung der NP an der
Membran ware unabhangig von deren Aufbau und wigide statistische Verteilung der
Bindungsereignisse bedingen. Unter der Annahme, lblestimmte Membranstrukturen an der
Bindung beteiligt sind, ist eine Einschatzung ddrekalisierung und Grof3e notwendig. Die
Heterogenitaten in dem Aufbau der Membran, die W@iogelagerte Proteine hervorgerufen
werden, liegen im GroéRenbereich von 10 — 5¢'und entsprechen damit dem Apex einer
nicht funktionalisierten AFM-Spitze oder einem ahien NP. Da es schon durch die Kraft
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von 200 pN, die notig ist, um den Kontakt mit desllddembran sicher zu stellen, zu einer
Indentation und damit zu einem Anstieg der Kontaktfe kommt, ist eine solche Auflésung
praktisch nur schwer zu erreichen. Weiterhin liegenzu untersuchenden NP in aggregierter
Form vor, so dass es zu einer weiteren Vergrof3edend<ontaktflache kommt. Damit ist es
wahrscheinlich, dass in dem Kontaktbereich einerssdag mehrere Membranproteine
eingelagert sind, die kollektiv erfasst werden. r8prasentieren die einzelnen F/d-Kurven
jeweils einen grolReren Bereich der Membran.

Wie aus den zuvor geschilderten Ergebnissen kommeh ®icrovilli als Bindungsstellen
fur die NP in Frage (Kap. 4.2.3). Diese Villi bellen weite Teile der Zelle und weisen eine
Lange von etwa 1 — 3 um auf. So ist es mdglichs @éas Microvillus die Bindungsereignisse
in einem Areal von bis zu 6 um Durchmesser beessflLEs ist daher anzunehmen, dass sich
haufig mehrere solcher Gebiete Uberschneiden ume Zuordnung damit erschweren. Eine
erhohte Dichte wirde die Bindungswahrscheinlichkeitdiesen Bereichen steigen lassen.
Solch ein Verhalten wéare aber nur erkennbar, weaBohdung von NP Uberwiegend an den
Microvilli und nur in geringem Mal} an der Plasmarbeam stattfande, was bislang
experimentell nicht belegt ist.

Darlber hinaus kdnnen auch ganze Doméanen der Memimi@rschieden werden, wie sie
beispielsweise unter dem Stichwort ,Lipid Raft”klisiert werden. Diese Areale weisen eine
Lipidzusammensetzung auf, die sich im Vergleichi@orgebung durch einen héheren Anteil
an Sphingolipiden und Cholesterol auszeictiietnd im Zusammenhang mit bedeutenden
zellularen Vorgéangen wie der Signaltransduktionrdéiedocytose genannt werd&rHier ist
besonders die durch Caveolae vermittelte Aufnahmerwvahnen® die bereits diskutiert
wurde (Kap. 1.2). Auch eine Beteiligung solcher Nbeandomanen an der Bindung der NP
konnte zu einer heterogenen Verteilung der Bindkrége fuhren. Da fir sie ein
Durchmesser von 10 — 200 nm angegeben Wirdonnen einige solcher Doméanen eine
GrolRenordnung erreichen, die fur die hier anzunele® Kontaktflachen zwischen
NP-Aggregaten und der Zellmembran relevant wirddogda werden die Eigenschaften,
Dimensionen sowie die Anzahl der Lipid Rafts in d&llmembran teilweise kontrovers
diskutiert’*”*%® da biochemische und biophysikalische Techniken @ntersuchung von
dieser Membransturen weiterer Entwicklung bedurfam valide Daten nicht nur in
Modellmembranen sondern auch in komplexen zellolgBgstemen zu erhaltéff. Das
Wissen um die genaue Groéfe und Anzahl von Membradden sowie die jeweilige
Geometrie des Kontaktbereiches zwischen dem NP&dggran der AFM-Spitze und der
Zelle ist begrenzt.

Daher ist eine Aussage, ob detektierbar ist, inweé Heterogenitaten des Membranaufbaus
die Verteilung von Abrisskraften unter den gegebeBedingungen beeinflussen, schwer zu
treffen. Fur die in diesem Projekt untersuchten &gibt sich damit, dass sie durch die
Produktionsweise und die Testbedingungen weitgeredadAggregate und Agglomerate
vorliegen (Abb. 27, Abb. 42, Abb. 43), die im Verigh zu einzelnen Primarpartikeln eine
stark erhthte Kontaktflache mit der Zellmembran weai$en. Somit waren die
Untersuchungen auf diese grofR3eren Strukturen zusssren, um ein realistisches Bild der
Interaktion mit den Zellen zu gewahrleisten. Am dpiel der Ce@-NP ist gezeigt worden,
dass die Bindungskréafte und die Bindungshaufigkieih zwischen verschiedenen Regionen
der Zelloberflache nicht unterscheiden.
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4.2.5 Zusammenfassung

Die Zielsetzung dieses Projektes war es, die Ikter@en von Nanopartikeln und tierischen
Zellen zu analysieren, um Informationen Uber dieddng und Aufnahme in den Organismus
zu erhalten. Von gro3er Bedeutung ist dabei dier@dterisierung der Partikeleigenschaften
in den jeweiligen biologischen Medien, da diesé sleutlich von denjenigen der trockenen
oder in Wasser dispergierten Partikel unterscheitlen moglichst native Bedingungen zu
erhalten, wurde in Flussigkeit gearbeitet und alstidde AFM kombiniert mit optischer

Mikroskopie eingesetzt. Dartiber hinaus wurden AFMsklLngen getrockneter Proben mit
SEM-Abbildungen als komplementarer Technik verglith

Die Stabilitat der Partikeldispersion wird in wagen Medien unter anderem durch das zeta-
Potential bestimmt. Der pH-Wert als auch die hobeehstarke in biologischen Puffern
fuhren daher bei den untersuchten NP zur Bildung Agglomeraten von bis zu mehreren
um GrofRe. In proteinhaltigen Kulturmedien reduzsgch der Durchmesser der Agglomerate
mit steigender Proteinkonzentration auf teilweiageu 100 nm. Die raue Oberflachenstruktur
von so inkubierten Hydroxylapatitpartikeln zeige dhdsorption von Proteinmolekilen an.
Diese kbnnen zu einer sterischen und elektroshaiscStabilisierung der Partikel in der
Dispersion beitragen. Ein ahnliches Verhalten isthaoei anderen NP anzunehmen. Sowohl
die elektrostatischen Eigenschaften als auch dieifflkation der Partikeloberflache mit
Proteinen sind bei der Analyse der Bindung an Zeltitdiichen zu beriicksichtigen.

AFM-Abbildungen lebender Zellen zeigen deutlich edter Membranoberflache sowie
darunterliegende Cytoskelettstrukturen. Weitertonrke die Bewegungsdynamik der Zellen
durch Bilderserien mit dem AFM aufgel6st werden. dim Bindung von NP zu bestimmten
Zeitpunkten zu analysieren, wurden die Zellen chemiBxiert und solche Bewegungen
unterbunden. Mit NP inkubierte Zellen weisen auf @erflache viele Protrusionen auf,
deren Mehrzahl eine H6he von bis etwa 400 nm Hesias dem Wert von agglomerierten
NP entspricht. Unbehandelte Zellen besitzen déutheniger Protrusionen vergleichbarer
Hohe, die zellulare Strukturen wie Microvilli deeien. Eine Zuordnung ist daher fir groRere
NP-Agglomerate mdglich, im Allgemeinen sind jedockeitere Informationen zur
Identifikation noétig, da die Flexibilitat der Zetiedie erreichbare Auflésung herabsetzt. Dazu
wurden fluoreszent markierte Beads untersucht, deiten eine eindeutige Identifikation
realisiert wurde. Durch die Korrelation mit dendteszenzmikroskopischen Daten konnten
hier auch unterschiedliche Stufen des Aufnahmegse=ein die Zelle unterschieden werden.

NP sind auch ohne Fluoreszenzmarkierung auf Zefligliohen anhand ihrer typischen
Anordnung klar erkennbar, nachdem die Steifigkeit dellen durch Trocknung gesteigert
worden ist. Einzelne NP und ganze Microvilli kormtseo gut aufgeldst darstellt werden.
Verglichen mit dem AFM wurde durch den Einsatz voBMSdie Messdauer um eine
GroRenordnung reduziert, was diese Technik insbesendfur Partikel ohne
Fluoreszenzeigenschaften geeignet macht. Durche bdethoden wurde eine Bindung der
NP an der Zellmembran gezeigt, wobei es haufigizerdnteraktion zwischen den NP und
Microvilli kommt. Eine Konzentration von Rezeptorraklilen in diesen Zellstrukturen, die
dem Stoffaustausch mit der Umgebung dienen, maehals Bindungsstelle auch fir NP
wahrscheinlich. Um das genauer zu untersuchen,eneirce dynamische Inkubationsmethode
entwickelt, bei der eine NP-Dispersion an den 2Zelleorbeistromt. So kodnnen
Bindungsvorgange selektiver stattfinden, als wefhddrch Sedimentation in Kontakt zu der
Zelloberflache kommen. Auch hier zeigen die SEM-Dame Assoziation zwischen den NP
und den Microvilli.
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Eine wichtige Frage ist, in wie weit die Interaktiont den Zellen durch die Eigenschaften
der Partikel beeinflusst wird. Zur Messung der Bimgiskrafte mit lebenden Zellen wurden
NP unterschiedlicher Zusammensetzung ausgewahtCeQ®, TiO, und SiQ werden sehr
ahnliche Werte zwischen 34 wund 38 pN erhalten, wasch fir &hnliche
Bindungsmechanismen spricht. Elektrostatische Wéeitkangen auf Basis der zeta-
Potentiale, die in Kulturmedium im Gegensatz zpOHkaum Unterschiede aufweisen,
konnen eine Erklarung hierfir sein. Mit steigenderont@ktzeit zwischen den
funktionalisierten Spitzen und der Zelle steigt Giesamtkraft, die sich auf mehrere Abrisse
verteilt. Diese werden durch das gestaffelte Los@nzelner Tether von der Spitze
hervorgerufen. Das spricht dafur, dass die BindzundNP-Agglomeraten nach dem initialen
Kontakt an mehreren Stellen aufgebaut und so ve&tstdird. Die Verteilung solcher
Bindungsstellen auf der Zelloberflache wurde anhamh Force-Volume Messungen
untersucht. Fur Ce£NP zeigt sich, dass die Bindungskrafte Uber didloBerflache
gleichmalig verteilt sind, insbesondere lassenlgiate signifikanten Unterschiede zwischen
der Kernregion und anderen Bereichen feststelleme Bindung und auch das Ausbilden von
Tethern sind an der gesamten Membran mdglich, dadiipaus ist wie auch anhand der
Bilddaten die Beteiligung der schlauchartigen Migito gerade an der Tetherentwicklung
eine weitere plausible Erklarung.

Ausblick

Die in dieser Arbeit durchgefihrten Messungen zeideutlich das Potential, das in der
Kombination von AFM und Fluoreszenzmikroskopie liegluoreszente Polymerbeads wie
auch anorganische NP sind in verschiedenen GrofRed monit unterschiedlichen
Oberflachenmodifikationen kommerziell erhaltlichdustellen das geeignetste Material flr
Untersuchungen der Bindung und Aufnahme in Zellem. &Gie erlauben nicht nur die
eindeutige Identifizierung in AFM-Abbildungen der lBbberflache sondern auch die
zeitaufgeldste Verfolgung des Transports innerlub Zelle insbesondere durch Konfokale
Mikroskopie. Studien haben gezeigt, dass eine Amrggder Probe im Ultraschallbereich
solche intrazellularen Partikel aufgrund ihrer nsuhchen Heterogenitat mittels AFM
detektierbar macHt® Die hier gezeigten Darstellungen von Nucleoli iellicern deuten in
eine ahnliche Richtung. Nach einer Etablierung eis@lshen Systems mit fluoreszenten
Partikeln ist eine Erweiterung auf beliebige Nantkar mdglich. Damit kann eine
allgemeine Einsetzbarkeit des AFM fur UntersuchungenPartikel-Bindung und sogar des
intrazellularen Transports erreicht werden. Hiem@igen sich deutliche Vorteile gegentber
den Methoden der Fluoreszenzmikroskopie auf dezresowie der Elektronenmikroskopie
auf der anderen Seite mit ihren jeweiligen Limiliegen.

Die prazise Lokalisierung einzelner Bindungssteldarf der Zelloberflache ist im Force-
Volume-Mode moglich und wurde zur Vermessung dellsténdigen Zelloberflache
eingesetzt. Als nachster Schritt sollte die lagerauflosung erhoht werden, um in die
Dimensionen von Membrandoméanen zu gelangen sodiaswikroskopische Heterogenitat
der Membran durch die Messdaten abgebildet wird. vByden Aussagen Uuber das
Bindungsverhalten von Lipidclustern und einzelnemMeanproteinen maoglich. Hierzu muss
die GroRe der Sonde verkleinert werden. Einersettsnag die AFM-Spitze selbst als
Modelpartikel dienen, was den Vorteil einer bekanntnd relativ einfach zu beschreibenden
Geometrie mit sich bringt und in dieser Arbeit ¥ergleichsmessungen genutzt wurde. Hier
konnten durch eine Beschichtung Variationen demibehen Zusammensetzung generiert
und das Bindungsverhalten mit dem jeweiligen Matetorreliert werden. Um der Situation
tatsachlicher NP naher zu kommen, ist die Anbindenzelner NP Uber einen Linker
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vorzuziehen. Zudem wird damit die Interpretatiomftspektroskopischer Daten einfacher.
Eine Verkirzung der Messdauer bei gleichzeitiger Rung der lateralen Auflésung kann
durch die Erweiterung um neuere Techniken wie TREC éwakForce QNM® erreicht

werden.
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4.3 Oberflachenstruktur von Bakterienzellen

Die Entwicklung von Methoden zur Charakterisierumgl iKlassifizierung von Bakterien ist
historisch eng mit lichtmikroskopischen Technikeml di&rbemethoden verbunden. So ist die
grundlegende Einteilung von Bakterien in gramnegatind grampositive Bakterien aufgrund
unterschiedlicher Farbstoffaufnahme durch den Auwflder Zellwand bedingt. Allerdings
wurde diese Struktur wegen der Auflosungsbegrenzierg Lichtmikroskopie erst spéater
durch die Elektronenmikroskopie darstellbar. Nichir mleshalb ist die EM heute fur die
Aufklarung der Struktur von Bakterien unverzichthard steht daher am Anfang der hier
dargestellten Ergebnisse.

Bedingt durch das zugrunde liegende Messprinzipraéeft EM verschiedene praparative
Schritte, die besonders bei biologischen ProbeArtefakten fihren kdnnen. Daher werden
hier Vergleiche verschiedener SEM Techniken und demg{ementaren Methode der
Rasterkraftmikroskopie angestellt, die hochaufgeloBarstellungen auch der lebenden
Bakterien unter nativen Bedingungen erlaubt. Auksdi Weise wird auf die fur
konventionelle ~ SEM-Abbildungen  notwendigen  Praparesschritte  (Fixierung,
Dehydrierung, Trocknung, Evakuation und Metallbeduuiog) sukzessive verzichtet, so
dass eine systematische Korrelation der beobach@berflachenstruktur der Bakterien mit
den jeweiligen Messbedingungen moglich ist. BesmsleAugenmerk liegt hierbei auf
faltenartigen Ausstilpungen der auf3eren MembranirdEM-Abbildungen weite Bereiche
der Bakterien bedecken und oft als Artefakte irdolgines Schrumpfungsprozesses der
Bakterien wahrend der Trocknung interpretiert wardenhand der AFM-Abbildungen lassen
sich jedoch &hnliche Strukturen auch auf lebendaktdBien ausmachen, aus denen sich die
Ausstllpungen entwickeln kénnen.

Fur AFM-Untersuchungen ist die Immobilisierung dBakterien auf einer Oberflache
besonders bei Abbildungen in Flussigkeit von ergitdnder Bedeutung fir die Qualitat der
Bilder. Diese Aufgabe wird hier nach einer einfatirchfiihrbaren Methode realisiert und
anhand hochaufgeldster Abbildungen lebender Zellatueert.

Als Modellorganismus fiir die Untersuchungen wurdes dgramnegative alpha-
Proteobakteriuns. melilotigewahlt. Um mdogliche biologische Ursachen der lméslbbenen
Oberflachenstrukturen zu evaluieren, sind zusdtzic dem Wild-Typ 2 Mutanten analysiert
worden, die malRgebliche Oberflachenmolekile nicldraur in einer verkirzten Variante
synthetisieren.

4.3.1 SEM-Untersuchungen

Fiur konventionelle SEM-Abbildungen werden die Bakteichemisch fixiert, getrocknet und
mit Metall beschichtet im Vakuum untersucht. Diek&tonenmikroskopischen Aufnahmen
von in dieser Weise prapariert@nmelilotizeigen 1 — 3 pum lange stabchenférmige Zellen mit
einem Durchmesser von ca. 0,5 um. Die Zellen weisiexe raue Oberflache auf, die
weitgehend mit wulstartigen langlichen Strukturezdéckt ist (Abb. 53). Die Lange der
Strukturen betragt 92 + 32 nm, die Breite 29 + b2 (Mittelwert £ Standardabweichung). An
den seitlichen Bereichen der Bakterien ist im Prafkennbar, dass es sich um nach aul3en
gerichtete Falten handelt. Ahnliche Strukturen simder vergleichbaren Bedingungen fiir
verschiedene gramnegative Bakterien beschriebedendf’ Ein optischer Vergleich mit den
dort publizierten SEM-Abbildungen voB. coli (die Dimensionen der Strukturen wurden
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nicht angegeben) zeigt auch eine quantitative Ubsimmmung mit den arS. meliloti
durchgefuhrten Untersuchungen.

¥50000 20kV —1um

Abb. 53 Abbildung von S. meliloti durch ein konventionelles SEM. Probe mit 12 nm Gdbeschichtung.
Bakterien zeigen wulstartige Oberflachenstrukturen.

Da die Dicke der Metallbeschichtung der Probe imilf@nbereich der zu charakterisierenden
Texturen liegt und zudem Inhomogenitaten der Schickeé zu Artefakten fihren kdnnten,
wurden elektronenmikroskopische Untersuchungen eniem neu entwickelten extrem
hochauflosenden SEM (im Folgenden XHR SEM bezeichdetchgefuhrt. Fir diese
Messungen spielt insbesondere die Fahigkeit, Prabere die lbliche Metallbeschichtung
abzubilden, eine entscheidende Rolle. Hierzu wdideéEnergie des Elektronenstrahls fur die
Untersuchung kurz vor Erreichen der Probe auf 2 keduziert. Auf den so gewonnenen
Abbildungen zeigen die Bakterien auch nach mehdacbcans eine ahnliche Form wie die
mit einem konventionellen SEM untersuchten Zellens Destatigt, dass die vergleichsweise
empfindlichen biologischen Materialien auch mit s#ie Technik ohne signifikante
Beschéadigungen durch den Elektronenstrahl untersusttten kénnen.

412000 | WD [ AV det [———1 ym ————— |
Abb. 54 Abbildung von S. meliloti durch ein XHR SEM. Probe ohne Metallbeschichtung.Neben
wulstartigen Oberflachenstrukturen sind einzelne puktférmige Strukturen erkennbar (Pfeile).

114



Analysiert man die Oberflache im Detail (Abb. 543t zu erkennen, dass auch hier
faltenartige Protrusionen vorhanden sind. Sie wems@ Lange von 80 = 27 nm und eine
Breite von 18 + 5 nm auf. Damit sind die Dimensiof@ Vergleich mit den SEM-Daten um
ca. 11 nm kleiner. Weiterhin fallt auf, dass diele dieser wellenférmigen Strukturen auf
der Bakterienoberflache groRRer ist, als sie beivkationellen SEM-Untersuchungen
festgestellt wurde. Beide Befunde legen nahe, dassufgrund der Ublicherweise fur SEM
verwendeten Metallbeschichtung zu Veranderungen Rtebe kommt, die die Analyse
beeinflussen. Durch die Metallschicht erscheineizedne Protrusionen gréf3er. Zudem kann
man annehmen, dass dicht nebeneinander liegendé&tien wie die fur XHR SEM
beschriebenen feinen Muster unter der aufgebracBEmcht teilweise nicht mehr als
einzelne Elemente dargestellt werden, sondern &r Eimheit verschmolzen erscheinen.

Diese Interpretation steht unter dem Vorbehalts dssde verglichenen SEM-Techniken vor
allem die Topographie der Probe darstellen. Die SEMeB werden auf Basis der
detektierten Sekundarelektronen erzeugt, die v@emalaus den oberen Bereichen der
Goldschicht stammen. Sie geben damit ein AbbildTagrographie der Probe. Bei den mittels
XHR SEM untersuchten unbeschichteten Proben entfdit relativ ausgepragte
Wechselwirkung des Elektronenstrahl mit einer massleen Metallschicht hoher
Elektronendichte. Die Eindringtiefe in die organisdhatrix ist somit hoher, kann aber durch
die vergleichsweise geringe Energie der Elektronentritliert werden. Der verwendete
Detektor (vCD) ist besonders fur rickgestreute Eteldn niedriger Energie optimiert, die
aus Eindringtiefen von einigen nm stammen koénnenmiDa&ind mit dieser Methode
Darstellungen auch tiefer gelegener Strukturen Bhatterienhille mdglich. Hier kommen
beispielsweise das Peptidoglycan sowie die Cytamasembran in Betracht, die (ki coli)

in einem Abstand von ca. 5 nm bzw. 19 — 24 nm uieeraulReren Membran lieg€h-"* Fir
die hier als Falten beschriebenen Strukturen kamnfdlgenden Abschnitt anhand von
AFM-Untersuchungen allerdings dargelegt werdens das sich wie bereits angenommen
tatsachlich um Protrusionen auf der Zelloberflactzndelt. Die anregenden Elektronen
dringen auch in die Protrusionen selbst ein, s@ daskgestreute Elektronen auch aus dem
Inneren dieser Strukturen stammen kdénnen. Damiebeslie Moéglichkeit, dass die Breite
dieser Protrusionen zu Kklein bestimmt wird. Auch dheser Hinsicht zeigen die
AFM-Abbildungen, dass beide Methoden zu &hnlichegeBnissen kommen, da die dort
gemessene Breite nur 8 nm groRRer ist, was durcleddluss der Spitzengeometrie erklarbar
ist. Damit ist klar, dass XHR SEM hier vor allem Bteken aus oberflachennahen Schichten
detektiert und somit die Topologie der Probe ddtstel

Eine eingehende Diskussion moéglicher Ursachen diSseikturen setzt die Einbeziehung
insbesondere der in Flussigkeit und damit untertgebiend physiologischen Bedingungen
gewonnenen Daten voraus und findet daher im Ansstdn die Darstellung der mittels AFM
erhaltenen Ergebnisse statt.

4.3.2 AFM-Untersuchungen

Die verwendeten SEM-Techniken liefern detaillierterddballungen der Bakterienoberflache,
sind aber hinsichtlich der Probenpréaparation antihge Zudem wird an Beispiel der

XHR SEM-Bilder deutlich, dass eine Interpretatiom Baten nicht immer eindeutig ist. Die
Kombination mit einer komplementdren Technik wie M\Fzur Untersuchung der

Bakterienoberflache bietet nicht nur die Madoglichkedie elektronenmikroskopischen
Ergebnisse mit einer unabhéngigen Methode zu bgstidtsondern auch Unsicherheiten in
der Interpretation zu beseitigen, die bei Verwemgdemer einzelnen Technik verbleiben
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konnen. Hinsichtlich der Probenpréparation ist aet AFM-Technik eine groRe Flexibilitat
gegeben, die bis zur Untersuchung der Bakteriennativen Zustand reicht, wie nun
dargestellt wird.

Abbildungen in Trockenheit

Nachdem die Auswirkungen einer Metallbeschichtundg die Oberflachenstrukturen der
Bakterien elektronenmikroskopisch analysiert wurdeind nun die Frage behandelt, ob und
in welcher Weise ein Vakuum, das fur die EM notwgnist, die Bakterienoberflache
beeinflusst. Auch ein Vergleich der eingesetztekroskopischen Techniken wird angestellt.
Dazu wurden die Bakterien in gleicher Weise behindewie fur die
elektronenmikroskopischen Untersuchungen (fixiertgetrocknet),  jedoch bei
Umgebungsbedingungen abgebildet. Die AFM-Daten eremlimeist als 3D-Darstellung der
Topographie prasentiert, da in dieser Form klein@eerflachenstrukturen deutlicher
erkennbar sind, als es bei der gebrauchlichen mvertsionalen Ansicht mit farbkodierten
Hoheninformationen mdglich ist.

Aus der Abb. 55 geht hervor, dass die OberflachreBaéterien mit langlichen Protrusionen
bedeckt ist, die eine gewundene und flach auf derféiche liegende Form aufweisen. lhre
Dichte ist so grol3, dass keine unbedeckten BeraleheZelloberflache erkennbar sind. Die
Hohe betragt 12,1 £ 4,9 nm, die Lange 72 + 28 nih der laterale Durchmesser 26 + 6 nm.
Damit weisen sie ahnliche Dimensionen auf, wie kekte@nenmikroskopisch festgestellt
wurde. Man kann daher davon ausgehen, dass delsisiHR SEM dargestellten Falten sich
wie bereits erwahnt auf der Oberflache der Baktehbefinden und keine tiefer liegenden
Strukturen darstellen. Dies kann aufgrund der egcbar hohen Dichte auf der Oberflache
fur alle der dort beschriebenen faltenartigen Stmgn angenommen werden.

Vergleicht man die Werte mit den Ergebnissen des X3#M, wird mittels AFM ein um

8 nm grolerer lateraler Durchmesser bestimmt. &taufgrund der Faltung von Spitzen- und
Probengeometrie erklarbar (Krimmungsradius derz8paut Hersteller < 10 nm). Bei der
hohen Dichte der Protrusionen auf der Oberflachenkdieser Effekt dartiber hinaus dazu
fuhren, dass die AFM-Spitze Kontakt zu benachbaRestrusionen erhalt, bevor sie einer
absteigenden Flanke bis zum Boden gefolgt ist. S@hies wahrscheinlich, dass die Héhe
der Protrusionen geringfligig gro3er sein kann.

Anhand der mit (XHR) SEM und AFM durchgefuhrten Mesgen wird deutlich, dass die zu
beobachtenden Unterschiede der Abbildungen dureh Elgenschaften der jeweiligen
Techniken erklart werden konnen. Die Bakterien zeigerinzipiell &hnliche
Oberflachenstrukturen, so dass man davon ausgedram klass die getrockneten Bakterien
durch ein Vakuum wahrend der Messung nicht sigaifikverédndert werden. Durch das
Sputtern kdnnen bereits vorhandene Strukturen lledigh der scheinbaren Grof3e verandert
werden. Es ist bekannt, dass feine Strukturen histbgr Proben durch ein starkes Vakuum
in Mitleidenschaft gezogen werden konnen. Solcheskisf sind durch eine geeignete
chemische Fixierung der Proben zu vermeitfén.
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Abb. 55 Topographisches AFM-Bild vonS. meliloti Probe getrocknet, Messung an Luft (a). Wulstartig
Ausstllpungen bedecken Zelloberflache vollstandigoj, Héhenprofil entlang griiner Linie (c)

Abbildungen in Flussigkeit

Da bakterielle Zellen zu 70 % aus Wasser bestehdrauch in feuchter Umgebung wachsen,
ist bei einer Trocknung mit deutlichen strukturellaranderungen zu rechnen. Um diese
maoglichst gering zu halten, sind vielfaltige Metlead entwickelt worden (Kap. 4.2.3).
Besonders da die bisher beschriebenen Falten dekterBmoberflache oft als
Trocknungsartefakte interpretiert werden, kommt cdemalyse der nun dargestellten
Ergebnisse besondere Bedeutung zu.

Als Vorbereitung der Trocknungsprozedur werden eéfelchemisch fixiert, wodurch die
mechanische Stabilitdt erhoht wird. Zumeist komnmee Quervernetzung der freien
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Aminogruppen von Proteinen zum Einsatz, die in di€s®die durch Glutaraldehyd und
Paraformaldehyd bewirkt wird. Die Bakterien wurdanPBS-Puffer abgebildet, einem weit
verbreiteten Medium fir biologische Praparationen.

Die Bakterien zeigen auch in Flussigkeit eine r@lberflache (Abb. 56). Diese ist bedeckt
mit Protrusionen, die einen anndhernd runden Unaigweisen, wie aus hochaufgeldsten
Abbildungen ersichtlich ist (Abb. 56b). Die Hohetdagt 4,7 + 2,7 nm und der laterale
Durchmesser 33 + 8 nm. Ahnlich wie bei den getretén Bakterien ist die Zelloberflache
vollstandig mit diesen Protrusionen bedeckt.

a b

[ [ I |
100.0 200.0 300.0 400.0
X[nm]

Abb. 56 AFM-Topographie von S. meliloti gemessen in PBS nach Fixierung (a). Die Zellobeifihe ist
bedeckt mit zumeist runden Protrusionen (b).

Bei der chemischen Fixierung werden zellulare Stmaén kovalent verkniupft wobei es zu
Denaturierungen von Proteinen kommen kann. Es &t abschlieRend zu klaren, ob die
Protrusionen gegebenenfalls auf dabei entstehergigefate zurtckzufihren sind. Dazu
wurden lebende Bakterien ohne weitere Behandlungnegsen. Um den Einfluss der
Umgebungsbedingungen zu minimieren, fanden dieseterklichungen in dem

entsprechenden Kulturmedium (VMM) statt.

Die Analyse der Bilder zeigt, dass die Oberflactteehder Bakterien auch unter weitgehend
physiologischen Bedingungen mit Protrusionen beidaesk (Abb. 57a). Die Form der
Erhebungen ist rundlich, wobei die Hohe 3,9 = 1,7 onmd der laterale Durchmesser
28 = 6 nm betragt. Damit gleichen sie den auf fbele Zellen beobachteten Strukturen. Der
Unterschied hinsichtlich deren Dimensionen istrgetiind kann in Zusammenhang mit dem
osmotischen Druck verstanden werden, da die jewelidsten Stoffe in PBS 300 mosmol/L
und in VMM 153 mosmol/L ausmachen. Es ist daher mbgtass die Zellen in PBS Wasser
abgeben und damit der periplasmatische Raum gégigfschrumpft, was zu einem
Anwachsen der Protrusionen fiihrt. Zur Uberprifuisger These wurden die Bakterien auch
in H,O vermessen, in dem die Erhebungen kleiner seitesolals es in Kulturmedium der
Fall ist, da hier mit einem Anschwellen der Zellan rechnen ist. So ist beispielsweise der
Turgor Druck vonP. aeruginosain H,O 10fach groRer als in Kulturmediuih.Wie in
Abb. 57b zu erkennen ist, sind die Oberflachensungkh ebenfalls vorhanden, die
Auswertung zeigt, dass sie eine Hohe von 2,0 infy7und einen lateralen Durchmesser von
29 £ 10 nm aufweisen. Damit sind sie um 1,9 nmhigcals in Kulturmedium, was den
Einfluss der Osmolaritat belegt.
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Abb. 57 AFM-Topographie von lebendenS. meliloti In Kulturmedium (a) sind die Protrusionen der
Oberflache grolRer als bei Bakterien in einer Umgehuog geringerer Osmolaritat wie hier in H,O (b)

Fur AFM-Untersuchungen in Flussigkeit ist die Imnlisierung der Proben von grof3er
Bedeutung. Wahrend die zuvor beschriebenen tiers&ellen adharent auf der jeweiligen
Oberflache anwachsen, werden die Bakterien in éduspension kultiviert und erst fur die
Messung auf eine Oberflache gebracht. Neben eieehamischen Immobilisierungstechnik
in Filterporen wird zu diesem Zweck oft eine elektatische Anbindung vermittelt durch
positiv geladenes Polylysin eingesétZt.In dieser Arbeit wurde stattdessen Polyethylenimi
verwendet, das in gleicher Weise Uber positiv ggl@dAminogruppen verfugt. Im Gegensatz
zu dem aus Aminosauren aufgebauten Polylysin esedi Polymer deutlich preiswerter und
die Praparation mit vergleichbarem Aufwand verbumdeir modifiziertes PEI wurde eine
bakterizide Wirkung beschrieben, welche allerdirmgd hydrophoben Substituenten der
Aminogruppe beruht’* die in der hier verwendeten Substanz nicht vorbarsind. Andere
Arbeiten in dieser Gruppe belegen fir das eingesd®El an verschiedenen Stdmmen von
S. meliloti die Viabilitat der Bakterien durch time lapse flescence imaging (TLFI)
Untersuchungeh’® Das verdeutlicht, dass die Bakterien unter den afden
Umgebungsbedingungen lebensfahig sind und Wachateigen. Damit ist PEI fur die
Immobilisierung der Bakterien eine vergleichbare preiswertere Alternative zu dem haufig
verwendeten Polylysin.

In Flussigkeit kommen bei AFM-Untersuchungen ofit&m aus Siliziumnitrid zum Einsatz.
Diese weisen bedingt durch die Herstellung in degd® eine pyramidale Form mit einem
halben Offnungswinkel von ca. 35° auf. Auch wene 8pitze im Bereich weniger hundert
Nanometer gescharft ist und damit in diesem Teilkéémer Offnungswinkel erreicht wird,
kann es an den Seiten der Spitze zum Kontakt miPdabe kommen, vor allem, wenn diese
hohe und steile Flanken aufweist. Hieraus kdnnesbasondere bei der Abbildung von
Bakterien, die eine Hohe von ca. 400 — 500 nm eeei Artefakte entstehéff, Um solche
Stérungen so weit als moglich zu vermeiden, wurfiendiese Untersuchungen Cantilever
aus Siliziumnitrid eingesetzt, die Uber Siliziumgphn verfligen. Diese sind deutlich langer als
Spitzen aus Siliziumnitrid und weisen uber grof#eeeiche ein hohes Aspektverhaltnis auf.
Zudem ahneln ihre Spitzengeometrie und der Spidziéns dem von Siliziumspitzen, welche
fur die Messungen in Luft verwandt werden. Damitnikaeine moglichst gute
Vergleichbarkeit der gemessenen Daten an Luft ondéissrigem Medium garantiert werden.
Weiterhin ist der Hebelarm mit ca. 38 um Lange kiirals andere kommerziell erhaltliche
Pendants und weist mit 26 — 30 kHz eine vergleieissvhohe Resonanzfrequenz in Wasser
auf. Da die Federkonstante bei 0,1 N/m liegt unth slamit eher im unteren Bereich
vergleichbarer Cantilever fir den AC-Mode (z.B. BsuNP) befindet, sind relativ schonende
Bedingungen fiur die Probe zu erreichen. Weiterhiird wdie Probe bei dieser
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Anregungsfrequenz ein Vielfaches haufiger von depitz8 abgetastet, was der
Scangeschwindigkeit und der Bildqualitat zugute Ram

Die hier beschriebenen Ergebnisse machen deutlass chit den eingesetzten Techniken
hoch aufgeltste Darstellungen der Bakterienobdr@&auch in wassrigem Medium erreicht
wurden. Besonders markant wird das an einigen Abbgen des Wild-Typs (Rm2011)
sowie des Stamms Rm6963, welche Oberflachensteiktaeigen, die signifikant kleiner
sind, als die bislang beschriebenen Protrusionea.Hdhe und der laterale Durchmesser
betragen fur den Stamm Rm2011 2,0 £ 0,6 nm und 3Zm (Abb. 58a) sowie fir Rm6963
1,3+ 0,5 nmund 14 £ 4 nm (Abb. 58b). Zudem haneelsich hier um einzelne Einheiten,
die sich im Unterschied zu den beschriebenen Fiotman nicht direkt an benachbarte
Einheiten anschlieen. Daher ist anzunehmen, dasglesuim prinzipiell unterschiedliche
Strukturen handelt. In der &uf3eren Membran findeim werschiedene eingelagerte Proteine,
die beispielsweise Poren fur den Stoffaustausctiebil Diese Outer Membrane Proteins
(Omp) sind oft in Form eines Hohlzylinders (betarbh aufgebaut, der einen Durchmesser
von 14 - 40 A aufweist’” Der extrazellulére Bereich des h coli haufig vorkommenden
OmpF ragt um 1,1 £ 0,2 nm aus der Membran heraissmittels AFM an rekonstruierten
Membranproben festgestellt wurdfeDieser Wert liegt im Bereich der hier auf intakten
Zellen gemessenen Daten, was zeigt, dass es siderbauf lebenden Bakterien erkennbaren
Strukturen um einzelne Membranproteine handeln kann
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Abb. 58 Hochaufgeldste AFM-Topographie von lebendeB. meliloti gemessen in Kulturmedium. Kleine
Protrusionen (einige davon markiert) auf der Oberfeiche kénnen einzelne Proteine (wie Omp) darstellen.
Wild-Typ Stamm Rm2011 (a) und Mutante Rm6963 mit déektem LPS (b)

Einfluss verschiedener Membranbestandteile

Die Untersuchungen aB. melilotihaben gezeigt, dass die Zelloberflache nicht nuBEM-
Abbildungen deutliche Protrusionen aufweist. Dieged in Abh&ngigkeit von den aufReren
Bedingungen unterschiedlich stark ausgepréagt, abehn fir lebende Bakterien durch AFM
nachweisbar. Damit ist eine biologische Ursacheuaelamen, die durch die Struktur der
Bakterienhtlle gegeben ist. Insbesondere die &ulderabran und ihr molekularer Aufbau
werden anhand von zwei Mutanten untersucht. Bei 8&mm Rm0540 ist die Synthese von
Exopolysacchariden gestort. Diese Kohlenhydratkettdnlden eine mit der
Bakterienoberflache assoziierte Schicht, sind a1t kovalent daran gebunden und kénnen
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daher auch in das umgebende Medium abgegeben webierzweite Mutante Rm6963
verfugt Uber verkirzte Lipopolysaccharid-Strukturénese sind integraler Bestandteil der
aulBeren Membran, wobei ein flexibler Polysacch@ed-in die umgebende Flussigkeit
hineinreicht. Beide Moleklle beeinflussen daher Bieschaffenheit der Oberflache von
Bakterien und koénnen fir die hier charakterisie@émkturen mitbestimmend sein. Durch die
Untersuchung der Mutanten wird der jeweilige Eindlusn EPS und LPS analysiert.

Das vonS. meliloti gebildete Exopolysaccharid besteht aus einer teti Abfolge von
Octasacchariden, die jeweils eine kurze Seitenketteeisen.’® Aufgrund ihrer hydrophilen
Natur sind sie in der Lage, Wasser zu binden und kaan annehmen, dass sie so auf der
Oberflache der Bakterien eine diffuse und mechanitexible Schicht bilden. Bakterien,
denen diese Exopolysaccharide fehlen (ExoXeisen auf ihrer Oberflache Protrusionen auf,
die wie bei dem Wild-Typ einen runden Querschresitzen (Abb. 59). Bei lebenden Zellen
abgebildet in PBS wurde eine Héhe von 9,0 + 6,5umd ein lateraler Durchmesser von
45 + 8 nm gemessen, womit die HOhe die des WildsTym das Doppelte Ubertrifft. Die
Differenz zu dem in Trockenheit gemessenen Wert @)1 nm ist mit 3,1 nm
vergleichsweise gering. Man kann daher annehmess, éime Schicht dieser Polysaccharide
auf der Oberflache der Bakterien darunterliegenttekfiren tberdeckt. Damit wirde der
Zugang fur die AFM-Spitze erschwert und Hohenmegsungegebenenfalls gestort. Da
Exopolysaccharide nicht fest an der Bakterienobardégebunden sind, kénnen sie durch die
Praparationsschritte, die einer Trocknung vorangebéstiernt werden. Das kann dazu
beitragen, dass in Trockenheit gemessene Protrusioleeitlich hoher sind, als es in
wassrigem Medium der Fall ist.
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Abb. 59 AFM-Topographie von lebenderS. meliloti(Rm0540) gemessen in PBS

Im Unterschied zu Exopolysacchariden sind Lipopalgkaride integrale Bestandteile der
auReren Membran aller gramnegativen Bakterien.siie dort ausschliel3lich im aufReren
Monolayer zu finden, wo sie gro3e Bereiche der Memtidche (inE. coli ca. %)
ausmachef Daher sind Mutationen, die zu einem vélligen Fehiiieser Molekiile fiihren
letal fur die Zelle. Der untersuchte Stamm Rm6968&gge Uber LPS-Strukturen, deren
Lipid A und O-Antigen-Bereiche intakt sind, das @&xrhen liegende Oligosaccharid der
Core-Region ist verkiir2t?
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Bakterien, die diese Mutation tragen (Abb. 58b)jgee in Kulturmedium Protrusionen auf
der Oberflache, deren Hohe mit 1,6 + 0,6 nm umn®3niedriger ist, als bei dem Wild-Typ.
Fur beide Stamme bleiben die Werte jedoch unter Llderge gestreckter LPS-Molekiile
(E. coli 6 —45 nnf® P. aeruginosa40 nnf>) zuriick. Lipid A und Core-Region machen
jeweils ca. 2,5 nm aus, der grofdte Teil der Langeld®S geht auf die Kohlenhydratketten
des O-Antigens zuriick. Diese nehmen wie auch die Exopolysaccharide in rigéss
Medium keine geordnete dreidimensionale Form amden befinden sich dauerhaft in
Bewegung, wie Modellrechnungen gezeigt haben. AFbs8lingen an extrahiertem LPS von
P. aeruginosain wassrigem Medium ergeben eine Hohe von 12 nmefiien Bilayer.
Beveridge kommt daher zu dem Schluss, dass mitmelA€M in wassriger Umgebung
lediglich Lipid A und Core-Region vermessen werddmnen, da die Fluktuationen der
tibrigen Oligosaccharide zu schnell verlaufernn Anbetracht der Hohe der fir Rm2011
beschriebenen Protrusionen von 3,9 nm ist denki@ss es sich dabei um LPS-Patches
handelt. Diese Interpretation wird gestutzt durghrdduzierte Hohe bei Rm6963, da hier die
Core-Region verkirzt ist. Die Anordnung von LPSusammenhangenden Bereichen wurde
anE. coligezeigt® so dass ein vergleichbares VerhaltenSiimelilotiwahrscheinlich ist.

4.3.3 Diskussion

Die SEM- und AFM-Untersuchungen zeigen, dass dietdednoberflache nicht nur nach
Trocknung sondern auch bei lebenden Zellen untergele#nd nativen Bedingungen
Protrusionen aufweist, so dass grundsatzlich ea@riiche Ursache fur das Vorhandensein
dieser Strukturen anzunehmen ist. Im Folgenden ememtdgliche biologische Ursachen
erlautert. AnschlieBend wird diskutiert, wie eine twoklung der in Trockenheit
beobachteten Strukturen auf dieser Basis und Witdreziehung der weiteren praparativen
Prozeduren denkbar ist.

Protrusionen: Naturliche Ursachen

Fur die in Flussigkeit auftretenden Protrusionemh @der Zelloberflache kommen mehrere
Erklarungsmodelle in Frage, die durch die biologesclEigenschaften der Bakterienhlle
bestimmte werden:

a) Die in Flussigkeit auftretenden rundlichen Protmagin kdnnen durch punktuellen Druck
auf die Membran hervorgerufen werden. Im Periplasawéchen innerer und aul3erer
Membran befindet sich eine grol3e Anzahl an paidiand Strukturen von etwa 6 — 10 nm
Durchmesser, bei denen es sich wahrscheinlich uoteiRe oder Proteinkomplexe
handelt’® Da es verbindende Strukturen wie z.B. Lipoproteingischen &uferer
Membran sowie Peptidoglycan und innerer Membran,Jilst es denkbar, dass die im
Periplasma befindlichen Partikel gegen die OM gekiriverden und diese entsprechend
deformieren. Die Grol3e der Protrusionen ware isatie Fall abhangig vom Durchmesser
der darunter liegenden Partikel sowie dem AusnraBem die Membran diese umschliel3t.
Ubersteigt die Osmolaritat des Mediums diejenige @gtoplasmas oder Periplasmas der
Bakterien, geben diese Wasser nach auf3en ab un®olaomen verringert sich. Da
Lipidmembranen im Gegensatz zum Peptidoglycan ime geringe laterale Elastizitéat
besitzen von etwa 2 — 5 $bkonnte sich die OM unter diesen Bedingungen engedie
im Periplasma liegenden Partikel schlieRen, woduddren Konturen deutlicher
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hervortreten wirden. Insbesondere bei einer Traognder Zellen ware ein solches
Verhalten zu erwarten. Die hier beschriebenen Eigsbnkdnnen in dieser Weise
interpretiert werden, da die Hohe der Protrusiomam 3,9 + 1,7 nm in Kulturmedium auf
12,1 £ 4,9 nm bei getrockneten Zellen ansteigt. Esl wvdabei allerdings von einer
weitgehend homogenen Membran ausgegangen, diet s&kise nennenswerten
Unebenheiten aufweist. Die OM von Bakterien unteegtet sich jedoch in dieser Hinsicht
von einfachen Doppelschichten aus Phospholipiden,dass diese Eigenschaft der
Membran in Teilen nicht gegeben ist, wie im Folgendargelegt wird. Zudem weist der
periplasmatische Raum eine Tiefe von bis zu 19 ar@duf°*"* so dass der Kontakt der
aul3eren Membran zu den Partikel im Periplasma zdgsinin Flissigkeit von deren
Position im Periplasma abhangt und in einigen Béexn nicht so eng sein mag, wie die
dichte Anordnung der Protrusionen in den AFM-Abbiiden nahelegt (Abb. 56, Abb. 57).

b) Die aul3ere Membran ist eine dynamische Grenzfladineh die Stofftransport z.B. tGber
Kanéle stattfindet, die sich aber auch selbst komgrlich in Bewegung befindet. Hier sind
beispielsweise Wachstums- und Teilungsprozesse mmene Dariiber hinaus werden
Stoffe an die Umgebung abgegeben, wobei in dieseisardmenhang besonders die
Ausbildung von Vesikeln von Interesse ist. Die s@geten Outer Membrane Vesicles
(MV) haben einen Durchmesser von 50 — 250 nm unsteben aus einer Lipid-
Doppelschicht, deren Aufbau weitgehend dem der Oidel® In ihrem Inneren sind
Proteine des Periplasmas enthalten, jedoch keirteplegmatischen Molekile. Sie
ermoglichen einen Austausch mit benachbarten ZeNebgi die transportierten Molektile
sowohl als Informationstrager flr Bakterien dersallArt dienen konnen (z.B. Quorum
Sensingy®* als auch artfremde und damit konkurrierende Baki&¥ sowie tierisch&?
und pflanzliche Zellef?* schadigen kénnen. Diese Vesikel bilden sich alsskilpungen
auf der aulReren Membran und werden durch Abschgifineigesetzt. Der Mechanismus
der Ausbildung dieser MV ist bislang nicht geklads wurden aber 3 Modelle
vorgeschlagen, die sich teilweise ergadnzen. Grgedié ist allen Modellen, dass
Verbindungen zwischen OM und PG, die u. a. durgboproteine wie Lpp ausgebildet
werden, in den Bereichen, in denen sich Vesikaldil seltener auftreten (Abb. 68).
Kommt es zu einem asymmetrischen Wachstum, beidier@ul3ere Membran schneller an
Flache zunimmt, als das darunter liegende Peptydagl kann sich die OM dort nach
aulRen wolben® Als weiterer méglicher Grund fiir diese Wélbung dvidie lokale
Ansammlung von Abbauprodukten des Peptidoglycamugatn die bei Veranderungen der
Zellform oder beim Wachstum frei werd&f.Einer dritten Theorie zufolge filhrt die hohe
Konzentration negativ geladener LPS-Molekile (B-Bardie Uberproportional haufig in
MV vorkommen, zu einer elektrostatischen AbstoRumgl damit zu Ausbildung von
Kugelformen'®® Dieses wird durch lokale Erniedrigungen der Konmiun oder
Komplexierung zweiwertiger Kationen wie z.B. Magiues verstarkt, die normalerweise
fir eine Ladungskompensation verantwortlich sthis ist also denkbar, dass es sich bei
den beschriebenen Protrusionen um Vorstufen soldfesikel handelt. Aufgrund der
grof3en Anzahl der Protrusionen auf der Bakterienomamkann man annehmen, dass sich
nicht in jedem Fall ein Vesikel bilden wird. Zudesind in nur wenigen Abbildungen
grofRere Protrusionen erkennbar, die bei der Entuickibon MV auftreten mussten. Es ist
bekannt, dass die Anzahl der gebildeten Vesikel seeén den verschiedenen
Bakterienarten schwanRtund wahrscheinlich auch von &uReren Einflissenrajigast.
Daher kann man annehmen, d&s meliloti unter den hier gegebenen Bedingungen
vergleichsweise wenig MV produziert. Weiterhin isicht auszuschlie3en, dass die
AFM-Spitze Vesikel mechanisch von der Membran abgchind daher nicht bildlich
darstellen kann. Da jedoch auch kaum grof3ere Mersteon Vesikeln erkennbar sind, die
wegen der groReren Kontaktflache fester an der Mampbebunden sein sollten, ist eine
solche Veranderung der Probe nicht anzunehmen.

123



c) Eine dritte Ursache der Protrusionen auf den Bakteri kann neben
membranumschlossenen partikularen Strukturen unduasbildung von Vesikeln auch in
dem Aufbau der Membran selbst liegen. Der aul3eradidyer der OM (vorE. coli)
besteht zu % aus LPS und ¥4 aus Proteihelie heterogen verteilt sind, wodurch es zu
Unterschieden der Dicke der Membran kommen kane. Mgreits dargelegt wurde, ist der
flexible Teil des O-Antigens des LPS in wassrigeneddm mittels AFM nicht
darstellba® Die Lange des Lipid A und des sich daran anscéfidBn Core-Bereichs
deckt sich mit der gemessenen Hohe der Protrusidd@rder Stamm Rm6963 gerade in
diesem Bereich verkurzte Strukturen aufweist, istrdduzierte Hohe der Protrusionen bei
Rm6963 ein Indiz daftr, dass die Protrusionen Amshmgen von LPS-Molekilen
darstellen. Amro beschreibt b&i. coli &hnliche Oberflachenstrukturen und &ufRert die
Vermutung, dass die Zwischenraume der ProtrusionechdMembranproteine gebildet
werden, die LPS-Patches voneinander treffi&in vergleichbarer Aufbau der Membran
ist ebenso beb. melilotiwahrscheinlich.
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Abb. 60 Modell der Bakterienhiille mit AuRerer Membran (OM), Peptidoglycan (PG) und Innerer
Membran (IM). Bereiche ohne verbindende Proteine (@) und ggf. mit LPS angereichert kénnen zu
Protrusionen anschwellen. GréRBere Proteine wie OmfZylinder) sind in der OM eingelagert.

Es ist ersichtlich, dass die hier beschriebenen Enkgsmodelle fur die Ausbildung der
Protrusionen Gemeinsamkeiten aufweisen und sidWetise erganzen kénnen. Die lokale
Verankerung der OM am PG ist in allen Féllen einehtige Komponente der Modelle, da
die entsprechenden Verbindungspunkte die laterakd@éhnung der Protrusionen begrenzen
(Abb. 60). Nimmt man an, dass die hier beschriebdt®trusionen auf Ansammlungen von
LPS zurickgehen, wirde das die gezielte Anreiclierwon negativ geladenem LPS des
B-Band-Typs sowie das Einbringen von bestimmten @bmen (wie z.B. PQS in
Pseudomongs die Magnesium komplexieren in lokal begrenzteerdid:hen erleichtern.
Dadurch kénnte die Ausbildung von MV nach dem dnittlargestellten Modellmechanismus
induziert werder{°

Protrusionen: Veranderungen durch Trocknung

Im Unterschied zu den rundlichen Protrusionen lins§igkeit treten bei Bakterien nach der
Trocknung wellenférmige Strukturen auf. Deren Entstgh kénnen verschiedene
Mechanismen zugrunde liegen. Die Unebenheiten @ktrelnenmikroskopischen Bildern
werden als Artefakte interpretiert, die durch denocknungsvorgang hervorgerufen
werden®®” Eine eingehende Analyse wird daher kaum durchgefi@eht man von einer
Faltung der Bakterienhille aus, ist zu beachtess d#ese einen Durchmesser von ca. 20 nm
aufweist (furE. coli 19 — 24 nnf®!"* P. aeruginosa24 + 4 nni™. Bei einer mittels
XHR SEM gemessenen Breite der Falten von 18 + 4 mamnksich aus geometrischen
Grinden nicht die gesamte Hulle auffalten, gleioiésauch unter Beriicksichtigung der um
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8 nm groReren Breite der Falten, die mit AFM besttmwurde (wobei hier auch die
Spitzengeometrie zu bertcksichtigen ist). Die Disi@men der Falten machen es also
notwendig, dass sich die Schichten der Bakteridahiiennen. Dieser Vorgang ist bei
getrockneten Bakteriéff und auch in Flussigkeit bei der Ausbildung einkesmolysis space
infolge erhohter Osmolaritat des Mediums beschrieb®rden?® Man kann also davon
ausgehen, dass die Protrusionen in Trockenheit Auméaltung der auf3eren Membran
darstellen. Eine Trennung der Verbindungen der auaf3tembran zum Peptidoglycan ist
ebenfalls wahrscheinlich, da fur eine gemeinsam#akung auch dieser beiden Schichten
die gemessenen Dimensionen kaum ausreichen (DiekeP@& und Abstand von der OM:
P. aeruginos&®,4 nm und 6,2 nnE. coli 6,9 nm und 5,3 nm*

Ausgehend von den in Flissigkeit auftretenden Bsainen liegt die Hypothese nahe, dass
diese rundlichen Strukturen die Basis sind, auf sleh die Faltung der OM entwickelt.
Unabhangig von der genauen Ursache fur das Auftréez Protrusionen in Flussigkeit ist
wahrscheinlich, dass sich vor allem in deren Raredbleen Verbindungen zu dem
Peptidoglycan sowie der inneren Membran befindeer DVasserverlust infolge der
verschiedenen osmotischen Bedingungen und stadar durch die Trocknung Uben eine
Spannung auf diese Verbindungen aus, da das PQesiaieise elastisch zusammenziehen
kann!®® was der OM kaum moglich i8l. Durch die Trennung der von Lipoproteinen
vermittelten Bindungen (Lpp bildet 8,3 nm langeirzgerformige Trimer®%) kommt es an
diesen Stellen zu einem Verschmelzen benachbarteflicher Protrusionen, so dass sich
langliche Falten bilden. Die relative Anordnung d@iesionierenden Protrusionen zueinander
kann die unregelmallige, wellenartige Form der Rakeklaren. Der Durchmesser der
Protrusionen sowohl in Flussigkeit (33 £ 8 nm)alsh der Falten in Trockenheit (26 + 6 nm)
ist vergleichbar und stiitzt eine solche Interpietat

Meist werden mikroskopische Untersuchungen an MVitetsi TEM an Schnitten
eingebetteter Bakterien durchgefihrt. Vesikel silatbei oft erst erkennbar, wenn sie eine
gewisse Grol3e erreicht haben so dass sie sichdfit Von der Membran abheben. Aufgrund
der zweidimensionalen Darstellung der Schnittebe(i@icke ca. 50 nm) sind kleinere
Unebenheiten der au3eren Membran, wie sie in diedeit untersucht werden nur schwer
auszumachen beziehungsweise als nattlrliche stalletuEinheiten von Artefakten zu
unterscheiden. Hier bietet AFM eine sinnvolle Ergdmy zur Transmissions-
Elektronenmikroskopie. Besonders da auch der Zedli¢erlauf der Ausbildung von
Vesikeln unter nativen Bedingungen messbar seitesastellt diese Methode ein geeignetes
Mittel dar, die teilweise noch offenen Fragen zér&h. Ebenso kénnten die Auswirkungen
von Stoffen untersucht werden, die die Bildung Wdesikeln induzieren oder potentiell
beeinflussen. Die Untersuchung von Bakterien Rieeruginosadie in dieser Hinsicht gut
erforscht sind und vergleichsweise viele Vesikettalden kann eine gute Basis fur eine
weitere Evaluation der Darstellung von Vesikeln elttAFM sein.
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4.3.4 Zusammenfassung

In dieser Studie wurde das gram-negative Baktersimmeliloti hinsichtlich bestimmter
Oberflachenstrukturen untersucht, die haufig auf S&EMildungen gefunden werden. Um
deren Ursprung aufzuklaren und dabei mogliche Padipasartefakte auszuschlie3en, sind
mit SEM und AFM komplementare Methoden eingesetatden. So wurde sukzessive auf
die einzelnen Schritte der fir SEM nétigen Prapamatierzichtet und Veranderungen der
Probe mit den jeweiligen Bedingungen korreliert.

Die Resultate zeigen, dass die Oberflache chemfigadrter und getrockneter Bakterien
praktisch vollstandig mit wulstartigen Ausstilpungeon etwa 25 nm Breite und 80 nm
Lange bedeckt ist. Diese Strukturen sind an LuN) wie auch im Vakuum (SEM) préasent,
daher koénnen die Druckanderungen wie auch die Metdhichtung als Ursache
ausgeschlossen werden. In wassriger Umgebung firsilen anstelle der Wilste runde
Protrusionen von etwa 30 nm Durchmesser (AFM). Estggerter osmotischer Druck des
Mediums bedingt einen Wasserverlust der Bakteried damit einen Grdl3enanstieg der
Protrusionen. Wahrscheinlich fihrt ein analogerzBss wahrend des Trocknens eine Fusion
benachbarter Protrusionen herbei. Die Wilste ek®lnc sich demnach aus natirlichen
Strukturen der Bakterienhlle.

Untersuchungen zweier Mutanten, die ein verkurzS beziehungsweise kein EPS (eXoY

synthetisieren, geben Aufschluss tber den biolbgisdJrsprung der Protrusionen. Bei einem
verkirzten LPS sinkt auch die Hohe der Protrusiomexs eine direkte Beteiligung an deren
Aufbau anzeigt. Dagegen bildet EPS eine Schichtdauf Bakterienoberflache, bei deren
Fehlen die gemessene HOhe der Protrusionen st@ight man davon aus, dass die
Verknipfungen, die zwischen der AuReren Membrandsrd Peptidoglycan bestehen, sich
vor allem in den Randbereichen der Protrusionenntbefi und diese selbst lokale

Konzentrationen von LPS darstellen, lassen sichhiiedargestellten Resultate gut erklaren:
Die Auffaltung der AuReren Membran entsteht duregs d.6sen von Bindungen zum

Peptidoglycan und der daraus resultierenden Fuoangrenzenden Protrusionen.

Fur die Abbildung von Bakterien in Flissigkeit dpieleren Immobilisierung eine
entscheidende Rolle. Die fur diese Arbeit entwitkeTechnik hat sich aufgrund der
erreichten Auflosung der Darstellungen als selolgréich erwiesen. Es wurden auf lebenden
Bakterien Oberflachenstrukturen charakterisiertiedeDimensionen im Bereich einzelner
Membranproteine liegen. Damit wurde die Basis figitare Untersuchungen von Bakterien
unter physiologischen Bedingungen gelegt. So komdite von Hansmeieret al. mit
getrockneten Proben begonnene Analyse von S-Lagertebenden Bakterien fortgesetzt
werden. Weiterhin eroffnet sich die Moglichkeit,edEntstehung von Outer Membrane
Vesicles an Bakterien zu verfolgen. Deren Bedeutalsy Informationstrager zwischen
Bakterien (Quorum Sensing) sowie gegenuber Wirtsuggmen (Symbiose oder
Parasitismus) unterstreicht ihre Bedeutung alsdhorsgsobjekte.
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5 Zusammenfassung und Ausblick

Die Nanobiotechnologie kombiniert biologische undhtrbiologische Forschung mit dem
Ziel, Synergieeffekte dieser Zukunftstechnologian realisieren. Die vorliegende Studie
widmet sich zweier Themenfelder dieses Komplexesm Zhinen werden Oberflachen

biologischer Zellen bis in den Nanometerbereich aktarisiert (Kap. 4.2.3 und 4.3). Solche
Membranen stellen wichtige Grenzflachen fir deeldalen Stoff- und Informationstransport
zwischen biologischen Systemen und ihrer Umgebuarg [dabei bewirkt die Bindung von

Molektlen oder nanoskaligen Materialien deren Abfna beziehungsweise initiiert eine
Signalkaskade, die zellulare Reaktionen auslostch®oBindungsreaktionen stellen das
zweite Arbeitsfeld dar. Die Erforschung der Pringipi welche der Bindung von

Nanopartikeln zugrunde liegenden (Kap. 4.2.4),fagifMoglichkeiten zur Beurteilung und

Beeinflussung der toxikologischen Eigenschaften avieh der gezielten Anwendung in der
Nanomedizin und Pharmazie. Sowohl durch Nanoparsilseeauch durch biologische Stimuli
konnen zellulare Stress- oder Abwehrreaktionen etisgwerden. Die Interaktion der daran
beteiligten Molekule wird Uber spezifische Binduregktionen vermittelt, was ebenfalls
untersucht wurde (Kap. 4.1).

Die fortschreitende nanotechnologische Forschumgfficwachsende Einsatzmoglichkeiten
von Nanopartikeln, wodurch es haufiger zu einem tEkin mit dem menschlichen

Organismus kommt. In dieser Studie sind Methodetwiekelt worden, mit denen die

Wechselwirkung zwischen NP und tierischen ZelleRrogkopisch verfolgt und hinsichtlich

der wirkenden Krafte analysiert wurden. In Flussigk abgebildete Zellen des

Lungengewebes zeigen nach Inkubation mit NP eihéhtée Anzahl an Protrusionen, die
gebundene NP darstellen. Die Resultate sprechereifig gleichméRige Verteilung der
Partikel und damit auch der an der Bindung beteitigZellstrukturen. Die Gréf3e der
Protrusionen von bis zu mehreren hundert Nanomet@rmt mit den Ergebnissen tberein,
die von Projektpartnern in Partikeldispersionen @ssen wurden. Dabei haben die
Umgebungsparameter wie der pH-Werte und die Saiskuration sowie eine Adsorption

von Proteinen an der Partikeloberflache entscheiglerEinfluss auf die Anordnung der
Primarpartikel zu gré3eren Einheiten. So konnte dielgerden, dass die untersuchten
anorganischen NP unter den Ublichen Versuchsbedgegu weitgehend in agglomerierter
Form vorliegen und auch so von den Zellen gebundaden.

Durch die Kombination von AFM und Fluoreszenzmikagsie wurden neue
Analysemagglichkeiten erschlossen, da so eine etiggeifferenzierung der Partikel von
zellularen Strukturen erreicht wurde. Weiterhin ktenauf diese Weise eine Unterscheidung
an der Oberflache gebundener und bereits von dée Zafgenommener Partikel realisiert
werden. Der Aufnahmeprozess ist anhand der Topoigralgn AFM-Abbildungen zu messen,
da die fluoreszenten Polymerbeads einzeln vorlieged damit eine einheitliche GrélRe
aufweisen. Eine zeitliche Verfolgung der Trajektane Zellinneren sollte Aussagen uber
maogliche aktive Transportmechanismen zulassen undlevin ersten Messungen mittels
2-Photonenmikroskopie evaluiert. In Verbindung eitem AFM lasst sich somit der Weg
der NP von der Bindung auf der Zelloberflache bis 2u intrazellularen Zielen beschreiben.
Auch allein ein AFM bietet die Mdglichkeit, strukalle Informationen aus dem Zellinneren
zu erhalten, wie hier an Abbildungen von Nucleah iZellkern gezeigt wurde. Mit
entsprechenden technischen Erweiterungen des Auyflvéassie von Tetard beschrieben
werden, wird auch die Detektion von intrazellulahfh moglich™*® Der Aufbau eines solchen
Systems und eine Kalibration der dritten raumlichBimension beispielsweise mit
fluoreszenten Partikeln sollten als nachste Sehdtirchgefihrt werden. So kdnnte der Wert
einer AFM-basierten Technik fur die Analyse desaméllularen Transports von Partikeln in
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Hinblick auf die Nanotoxikologie wie auch den Eirrsats Drug-Carrier nochmals gesteigert
werden.

Die Abbildung von NP-Agglomeraten auf der Zellotdche wurde durch die Trocknung der
Zellen deutlich verbessert, so dass der Aufbaueau=elnen Primarpartikeln klar erkennbar
wird. Gleichzeitig kdnnen so zellulare Struktureargestellt werden, die in Flissigkeit nicht
abzubilden sind. Das bekommt besondere Bedeutuagdiel NP haufig assoziiert mit
Microvilli vorliegen, was ein Anzeichen fir dereretgiligung an der Bindung von NP ist.
Gleiches ergibt sich auch aus SEM-Abbildungen, diegem der signifikant kirzeren
Messdauer bei dehydrierten Proben gegeniber der-A&dWinik einen Vorteil bieten.

Kraftspektroskopische Messungen wurden zu mechsehsin Studien der Partikelbindung an
der Zelloberflache durchgefiihrt. Dabei weisen NP ndeutlich differierenden
Zusammensetzungen und Eigenschaften vergleichswegieenge Unterschiede der
Bindungskrafte auf (34 — 38 pN), was fir ahnlichedsingsmechanismen spricht. Entgegen
der Erwartung kommen hier aufgrund des nivellierenB#ektes des umgebenden Mediums
auf das zeta-Potential besonders elektrostatisceeh¥élwirkungen in Frage. Dieser Effekt
ist auch bei der Interpretation von anderen ahahclkstudien zu evaluieren und mit zu
bertcksichtigen. Mit steigender Kontaktzeit zwisthder funktionalisierten Spitze und der
Zelle nimmt die gesamte Abrisskraft zu, wobei esgestaffelten Abrissen von einzelnen
Tethern kommt. Die Bindung zu NP-Agglomeraten wilsbasukzessive an mehreren Stellen
aufgebaut und so verstarkt. Durch Force-Volume Mmegsn konnte fir CeNP gezeigt
werden, dass die Bindungsereignisse und —krafiehgtgi3ig Uber die Zelloberflache verteilt
sind. Neben der Plasmamembran kommen wie erwéhmsionders Microvilli als
Bindungsstellen in Betracht, die auch Ausgangsptinkiether sein kénnen.

Die Fragen nach den zellularen Bindungsstellendamdit verbunden die nach den jeweiligen
Aufnahmemechanismen der NP sind von zentraler Badgufir weiterfiihrende Projekte.
Dabei sollte den Microvilli besondere Aufmerksantkeigemessen werden, da sie eine hohe
Dichte an bestimmten Rezeptorproteinen aufweisem dken Einfluss elektrostatischer
Wechselwirkungen bei der Bindung der NP genaueevaluieren, bieten sich Vesikel und
gespreitete Lipidmembranen als Modellsysteme an.k&amnen definierte Bedingungen
geschaffen und die Ergebnisse eindeutiger integstetiverden. Ebenso wird die
Untersuchung einer Bindung an ausgewahlte Membaoégipe maoglich. Damit sind solche
Messungen auch zur Kontrolle von gezielt funktienaiten NP als Drug-Carrier sinnvoll.
Welche Wege der Partikelaufnahme und eines mdogliahieazellularen Transports von der
Zelle genutzt werden, ist in Abh&angigkeit von degdfischaften der NP zu untersuchen. Die
Inhibition der verschiedenen Endocytosemechanisnuem eine Kolokalisation der NP mit
beteiligten Proteinen sind dazu geeignete nachesteitt®. Die ersten Ergebnisse mit dem
2PLSM geben gute Ansatzpunkte fur eine weitere iibalieser Richtung.

Basierend auf den Erfahrungen, die bei der Abbildigrgscher Zellen gewonnenen wurden,
konnten hochaufgeltste Darstellungen von Bakteaeatisiert werden. So wurde es mdglich,
Oberflachenstrukturen lebender Zellen bis hinab alfimensionen einzelner
Membranproteine zu vermessen. Durch den Einsatzldovem SEM als auch von AFM ist
es gelungen, ein breites Spektrum an Préaparatmnsien systematisch zu untersuchen und
die Veranderungen der Bakterienhille mit den auf3Bedingungen zu korrelieren. Die auf
SEM-Abbildungen typischerweise zu beobachtenden téljmsigen entstehen demnach nicht
de novo sondern entwickeln sich aus nattrlichen Membrakgiren, die auf lebenden
Bakterien haufig festgestellt wurden. Daflr sprecdee ahnlichen Dimensionen sowie der
Aufbau der Bakterienhtlle. Die naturlichen Protamgin stellen wahrscheinlich
Lipiddomanen angereichert mit LPS dar, was anhamd Wergleichen mit entsprechenden
Mutanten belegt wurde. Es ist denkbar, dass es wsichVorstufen von Vesikeln (OMV)
handelt, die von Bakterien als Trager von Informaio oder auch Giftstoffen genutzt
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werden. Die in dieser Studie entwickelte Immobgisngstechnik ermdglicht die
Untersuchung lebender Bakterien Uber langere Zeitedohne sie mechanisch zu fixieren.
Deformationen der Zellen werden so vermieden. Diehmi ist daher gut geeignet,
Wachstumsprozesse von Vesikeln oder ganzen Bakteueter weitgehend nativen
Bedingungen zu verfolgen. So konnen in weiterendi8tu beispielsweise Effekte von
Wirkstoffen auf Bakterien auf zellularer Ebene bestitet werden.

Bakterielle LPS-Molekiile kdbnnen im tierischen Ongamus eine starke und mitunter tddliche
Immunantwort induzieren. Auch Pflanzen zeigen @nfwehrreaktionen, die aus dem
Tierreich bekannt sind. So wird die Bildung von R®&hrscheinlich durch ahnliche

Signaltransduktionswege gesteuert. Daher wurdklgase GTP-bindende Protein Ms-Racl,
ein pflanzlicher Regulator, umfassend charaktetisied hinsichtlich seiner Struktur und

Reaktionen mit dem humanen Hs-Racl verglichen. &eranalysen lassen eine Homologie
dieser Proteine vermuten, die nun durch experinien2aten zu verifizieren ist. Das so

gewonnene Verstandnis der Steuerungsmechanismeatigéndig fur eine Optimierung der

Abwehr und Resistenz gegeniber phytopathogenere Bekt

Die Untersuchung mittels FCS ermoglicht im Gegenzat anderen Techniken parallel zu
Bindungsstudien auch die Charakterisierung hydradyacher Parameter. Daher konnte
gezeigt werden, dass Ms-Racl die Fahigkeit besitatno-Oligomere zu bilden, wobei die
Funktion der GTP-Bindung erhalten bleibt. Das isbhere dem humanen Hs-Racl nur fur
wenige Vertreter dieser Proteinfamilie bekannt @ndffnet zusatzliche Mdglichkeiten der
Regulation. Eine generelle strukturelle Gemeinsamétes pflanzlichen Ms-Racl mit den
tierischen Proteinen wird an dem typischen Einflms Magnesium auf die Bindungskinetik
deutlich: Die Reduktion der MagnesiumkonzentratmrMedium bewirkt die Entfernung des
Cofaktors Magnesium aus der Bindungstasche undchlestgt damit die Dissoziation des
GTP um mehr als das 10fache. Bei normaler Magnesingdntration betragt die off-Rate
kaiss 0,018 mifit, was sich nur um den Faktor 1,7 von dem Wert desamen Hs-Racl
unterscheidet. Fur die Dissoziationskonstante wurde eine obere Grenze von 18,3 uM
bestimmt. Alle erarbeiteten Ergebnisse unterstreiche deutliche Homologie von Ms-Racl
und den humanen Hs-Rac Proteinen auf struktursdiere funktionaler Ebene. Damit stitzen
sie die Annahmen, die dem Modelling der Tertialgtruzugrunde gelegt wurden.

Die erfolgreichen Messungen verdeutlichen die \diglgkeit von FCS: Sowohl
hydrodynamische wie auch photophysikalische Datezbeg Aufschluss uber die
Bindungsereignisse zwischen Nukleotiden und PreteinAuf dieser Basis kdnnen nun
weitere Interaktionen der Signaltransduktion duMb-Racl und in gleicher Weise der
gesamten Familie der G-Proteine evaluiert werdea.R®aktion mit Rho-GDI sollte analog
zu Hs-Racl nur mit Monomeren stattfinden und dasoBgewicht der Oligomerisation auf
diese Seite ziehen. Die Regulation der off-Ratecldudie Bindung von Rho-GDI
(verlangsamend) sowie GEF (beschleunigend) ist rain cetablierten System ebenfalls
messbar. Selbst die Untersuchung innerhalb lebedAdben ist mdoglich, wobei dort die
Kreuzkorrelationsanalyse mit zwei gelabelten Birghpartnern besondere Vorteile bringen
wird.

In Anbetracht des breiten Spektrums an regulatoeisc-unktionen von G-Proteinen nicht
zuletzt auch hinsichtlich der Tumorentwicklung beemdchen besteht hier ein wichtiges
Forschungsfeld. Genauso zeigt der Einsatz von Natikgla in der Krebstherapie
vielversprechende Ansétze und unterstreicht dievlliotligkeit wie auch das grof3e Potential
nanowissenschatftlicher Arbeit im Bereich der Biadog

129



Glossar

ACF
AFM
AOTF
APD
APTES
cDNA
CEF
CNT
CPD
DC
DEAE
DLS

DLVO-Theorie

EDX
EM
EPS
FRET
FCS
FIDA
FILDA
FN
GAP
GDI
GDP
GEF
G-Protein
GPCR
GTP
HBSMD
HMDS
HPLC
ICS

Kdo

Autocorrelation Function

Atomic Force Microscope

Acousto-Optical Tunable Filter

Avalanche Photodiode

Aminopropyltriethoxysilan

complementary DNA

Collection Efficiency Function

Carbon Nanotube

Critical Point Drying

Dunnschichtchromatographie

Diethylaminoethyl

Dynamic Light Scattering
Derjaguin-Landau-Verwey-Overbeek-Theory
Energy-Dispersive X-Ray Spectroscopy

Electron Microscope

Exopolysaccharide

Forster Resonance Energy Transfer

Fluorescence Correlation Spectroscopy
Fluorescence Intensity Distribution Analysis
Fluorescence Intensity and Lifetime Distritmrt Analysis
Fibronectin

GTPase Activating Protein

Guanine Nucleotide Dissociation Inhibitor

Guanosine Diphosphate

Guanine Nucleotide Exchange Factor

GTP-binding Protein (hier besonders digetémuppe: Small G-Protein)
G-Protein Coupled Receptor

Guanosine Triphosphate

Hepes Buffered Saline +Magnesium +DTT (biolober Puffer)
Hexamethyldisilazane

High Performance Liquid Chromatography
Intersystem Crossing

2-Keto-3-Desoxy-Octonate (typischer Bestandteil LPS)
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kDa
KPM
KRP
LM

LPS
MALDI-TOF
MFM
MWCNT
NADPH
NP

OM
Omp
oMV
PAMP
PBS
PDMS
PEI
PCH
PG

PM
RBO
ROP
ROS
S-Layer
SDS-PAGE
SEM
SICM
SNOM
SPM
SThM
STED
ST™M
TCSPC
TEM
TLFI
TREC
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Kilodalton (Einheit des Molekulargewichts MW;tgpricht u)
Kelvin Probe Microscope

Krebs-Ringer Puffer
Lichtmikroskopie

Lipopolysaccharid
Massenspektrometrisches Verfahren

Magnetic Force Microscope

Multi-Walled Carbon Nanotube

Nicotinamid Adenin Dinucleotid Phosphat

Nanopartikel

Outer Membrane (&uf3ere Lipidmembran von granatinegn Bakterien)
Outer Membrane Protein
Outer Membrane Vesicle

Pathogen Associated Molecular Pattern

Phosphate Buffered Saline (biologischer Puffer)
Polydimethylsiloxan

Polyethylenimin

Photon Counting Histogram

Peptidoglycan

Plasmamembran

Respiratory Burst Oxidase

Rho of Plants (pflanzliche G-Proteine verwandtRho-Typ)
Reactive Oxygen Species

Surface-Layer (zweidimensionale Proteitéliis auf der Bakterienhtille)
Gelelektrophorese zur MassenbestimmundPvoieinen
Scanning Electron Microscope

Scanning lon Conductance Microscope

Scanning Near-Field Optical Microscope

Scanning Probe Microscope

Scanning Thermal Microscope

Stimulated Emission Depletion

Scanning Tunneling Microscope

Time-Correlated Single Photon Counting
Transmission Electron Microscope
Time Lapse Fluorescence Imaging

Topography and Recognition (AFM: Abbildung unékspektroskopie)
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