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1 EINLEITUNG UND MOTIVATION

Die Untersuchung von einzelnen Zellen und von Proteinen aus einzelnen Zellen, sowie die
Erfassung der zeitlichen und rdumlichen Proteindynamik in einzelnen lebenden Zellen stellen
auch heute noch eine formidable Herausforderung in der Wissenschaft dar. Dies ist
insbesondere der Fall, da bei einer typischen GroRe einer prokaryotischen Bakterienzelle mit
einer Lange von 1 um bis 2 pm und etwa 500 nm Breite das Volumen nur noch etwa ein
Femtoliter (1-10™" L) betragt, so daR gerade bei der Betrachtung der Lokalisierung von Proteinen
in der Zelle oder an der Zelloberflache schnell die Auflésungsgrenze der traditionellen optischen
Mikroskopie erreicht wird. Aber auch die Untersuchung des Proteinhaushalts bei eukaryotischen
Zellen mit einem Durchmesser zwischen 10 um und 15 um ist eine Herausforderung, die bei
einem Probevolumen von gerade mal einem Pikoliter (1-10™ L) sehr empfindliche
Messmethoden und Manipulationsmoglichkeiten der Zelle erfordern. Denn gerade bei der
Proteinanalytik ist es aufgrund des Fehlens einer Méglichkeit zur Vervielfaltigung (Amplifikation),
wie es z.B. durch die Polymerase-Kettenreaktion bei der Untersuchung von DNS moglich ist,
notwendig mit dem vorhandenen Probenmaterial auszukommen. Gleichzeitig ist gerade die
Untersuchung einzelner Zellen sinnvoll, da es nicht moglich ist in einem Ensemble von Zellen die
Inhomogenitat beim Antwortverhalten einzelner Zellen auf eine externe Stimulation oder bei
nicht synchronisierten Zellen die Mittelung durch Zellzyklus-abhangige Effekte oder die bei der
Zellteilung moglicherweise entstandenen Veranderungen im Genom und Proteom einer Zelle zu
messen [1,2].

Die Mikrofluidik eignet sich besonders fiir die Untersuchung einzelner Zellen, da hier die gezielte
Manipulation von kleinen Flissigkeitsmengen (10 bis 10™*® L) méglich ist und typische GroRen
der Kanale und Strukturen meist zwischen 10 pm und 100 um und somit in der GroRenordnung
von eukaryotischen Zellen liegen. Insbesondere Polydimethylsiloxan (PDMS) ist wegen seiner
hervorragenden optischen Transparenz, geringen Toxizitdt und hohen Permeabilitat fur
Sauerstoff und Kohlenstoffdioxid, wahrscheinlich am besten geeignet als Material fiir die
Herstellung von Mikrokammern fiir das Wachstum und die Beobachtung von Zellen [3]. Die
Mikrofluidik-Zellkulturchips  verbinden die Vorteile der Miniaturisierung und der
mikroskopischen Echtzeitbeobachtung mit der Moglichkeit die Zellkultursubstrate zu
strukturieren, die Zusammensetzung des Kulturmediums raumlich zu variieren und Bedingungen
fir die Zellkultur zu schaffen, die wegen hoher Austauschraten von Nahrstoffen und
einstellbaren mechanischen Stimulationen physiologischer sind, als in anderen in vitro Systemen
(4].

Fir die Untersuchung der Zelloberflache des Bakteriums S. meliloti werden mit SEM, XHR SEM
und AFM in Trockenheit, wie in Flissigkeit, verschiedene hochauflésende Mikroskopie-
Techniken verwendet, um die Auflosungsgrenze der traditionellen optischen Mikroskopie zu
Uberschreiten. Daraus resultierend werden die auf der Oberflache beobachteten Strukturen bei
unterschiedlichen Umgebungsbedingungen und mit Ricksicht auf mogliche Einflisse durch die
notwendige Probenpraparation verglichen. So koénnen Veranderungen der natiirlich
vorkommenden Oberflachenstrukturen durch die verschiedenen Schritte bei der
Probenpraparation, angefangen bei den unnatirlichsten Umgebungsbedingungen, die fir die
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herkdmmliche Rasterelektronenmikroskopie (SEM) notwendig sind (Fixierung, Trocknung,
Metallbeschichtung und Hochvakuum), bis hin zu physiologischen Konditionen bei der
Rasterkraftmikroskopie in Flussigkeit (Abbildung lebender Bakterien), sukzessive verfolgt
werden.

Insbesondere bei der Untersuchung des Proteinhaushaults aus einzelnen eukaryotischen
Spodoptera frugiperda Zellen sollte bericksichtigt werden, dal} fiir die Detektion, gerade von
Proteinen, die nur in einer geringen Kopienzahl vorkommen, also < 1-10° Molekiile pro Zelle bei
einem Volumen von etwa 1 plL, das Erreichen einer Detektionsgrenze von < 100 nM notwendig
ist [5]. Eine gute Moglichkeit bietet die native, markierungsfreie UV Laser induzierte Fluoreszenz
(LIF) Detektion, bei der die intrinsische Fluoreszenz der aromatischen Aminosaure Tryptophan
(zu kleinen Anteilen auch der aromatischen Aminosduren Tyrosin und Phenylalanin) genutzt
wird. Diese UV-LIF Detektion ist bereits zuvor mit hoher Detektionsempfindlichkeit in der
Kapillarelektrophorese genutzt worden [6] und lasst sich Uberdies gut mit der Mikrofluidik
kombinieren.
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2 GRUNDLAGEN/THEORETISCHER HINTERGRUND

2.1 GRUNDLAGEN UND HISTORIE DER MIKROFLUIDIK

Das Gebiet der Mikrofluidik (engl. ,micro total analysis systems” oder ,lab on a chip” oder
,miniaturized analysis systems®”) wachst heute schnell und viele wissenschaftliche Publikationen
zu diesem Thema finden sich regelmaRig in Zeitschriften wie Analytical Chemistry, Sensors &
Actuators, Electrophoresis und Lab on a chip [7]. Dabei ist es nun schon tber 30 Jahre her, dal§
das erste miniaturisierte Gerat fiir die Analytik von Terry et al. im Jahr 1979 prasentiert worden
ist. Dieser verkleinerte Gaschromatograph ist aus einem Silizium-Wafer hergestellt worden und
beinhaltete ein Injektionsventil und eine 1,5 m lange Trennsaule. Dieser Wafer ist mit einem
zweiten Wafer mit einem Warmeleitfahigkeitsdetektor verbunden worden, so dall mit diesem
Gaschromatograph einfache Stoffgemische in wenigen Sekunden getrennt und detektiert
werden konnten [8]. Doch trotz der kurzen Trennzeiten und der geringen GroRe blieb ein
Umdenken in der wissenschaftlichen Gemeinschaft vorerst aus [7].

Ebenso als spater im Jahr 1985 von van der Schoot und Bergveld eine ionensensitiver
Feldeffekttransistor mit kleinen Strukturen in Silizium kombiniert worden ist und so zusammen
mit einem Sadure-Base Titrationssystem die Saure- oder Base-Konzentration in einer Losung
bestimmt werden konnte [9]. So ist dann auch erst drei Jahre spater von Verheggen et al. der
erste T-Injektor im miniaturisierten Format fiir die reproduzierbare druckgetriebene Injektion
von Proben fiir die Kapillar-Isotachophorese und Kapillar-Zonenelektrophorese veréffentlicht
worden [10]. Seit 1990 hat sich die Entwicklung beschleunigt und so wurde in diesem Jahr auch
ein verkleinerter Fliissigkeitschromatograph vorgestellt. Dazu ist ein 5-5 mm? groRer Silizium-
Chip mit einer runden Trennsdule und einem Leitfahigkeitsdetektor mit konventionellen
externen Flussigkeitschromatographiepumpen und Ventilen fiir die Durchfiihrung von HPLC
(,high-pressure liquid chromatography”, engl. fir Hochdruckflissigkeitschromatographie)
verbunden worden [11].

Gleichzeitig ist von Manz et al. das Konzept uUTAS (,,miniaturized total chemical analysis system®)
vorgeschlagen worden. Hierzu sollten Analysatoren aus Silizium-Chips neben den Detektoren
auch die Probenvorbereitungen und die Trennung dieser beinhalten. Dabei sollte anfangs die
Miniaturisierung hauptsachlich dazu dienen die Leistungsfahigkeit der Gerdte zu verbessern,
wobei aber bereits damals erkannt worden ist, daR durch die geringe GroRe auch der Verbrauch
an Probenmaterial und Tragerflussigkeiten deutlich reduziert wird. Es gab dazu auch schon
Uberlegungen, daR in diesen sehr kleinen, miteinander verbundenen Kanalsystemen der
elektroosmotische Flissigkeitstransport eine attraktive Moglichkeit darstellt, um wassrige
Medien innerhalb dieser miniaturisierten Gerdte zu bewegen, insbesondere dann, wenn eine
Trennung angestrebt wird [12].

Um die Probleme, die die vorhandenen Pumpen mit den hohen Driicken, die notwendig waren
flir den Transport in den Kandlen mit nur wenigen um Durchmesser, zu (iberwinden, sind
ebenfalls schon 1990 von Smits [13] und van de Pol et al. [14] Mikropumpen und zusatzlich von
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Shoji et al. [15] und Esashi [16] Kombinationen von Mikropumpen mit Probeninjektionssystemen
vorgestellt worden. In den folgenden drei Jahren sind zur Uberwindung der Schwierigkeiten bei
der Integration von Ventilen Pumpen und Detektionssystemen in der FlieBinjektionsanalyse
modular aufgebaute Systeme, wobei die einzelnen Module aus Silizium oder Plexiglas gefertigt
waren, entstanden [7]. Unter anderen ist 1992 von Verpoorte et al. miniaturisiertes System aus
Silizium vorgestellt worden, daR kleiner als 1 cm?® war und mittels UV/VIS Absorption die tber
eine optische Faser verbunden worden ist, eine optische Detektionszelle besaR [17].

Im gleichen Jahr ist zum ersten Mal erfolgreich die Durchfiihrung einer Zonenelektrophorese in
Anlehnung an die Kapillarelektrophorese in einem Silizium-Chip [18] und einem Glas-Chip [19]
gezeigt worden. Dazu ist ein elektroosmotischer FlUssigkeitstransport zur Flusskontrolle ohne
Ventile in den miteinander verbundenen kleinen Kandlen mit anschliefender
elektrophoretischer Trennung von Proben genutzt worden. Gleichzeitig ist damit die Integration
von Injektion, Trennung und Detektion in einem miniaturisierten System demonstriert worden.
Daraufhin sind Anstrengungen unternommen worden die Trenngeschwindigkeit in diesen
kleinen Chips zu erhéhen und so ist im Jahr 1993 mit der Demonstration der elektrophoretischen
Trennung und Detektion von Aminosduren in einem Glas-Chip ein Artikel von Harrison et al. in
der renommierten Fachzeitschrift Science publiziert worden [20]. Im gleichen Jahr ist zudem von
Seiler et al. die Trennung von Fluorescein und Fluoresceinisothiocyanat markierten Aminosauren
in einem Glas-Chip mit anschlieBender Laser induzierter Fluoreszenzdetektion (LIF Detektion)
vorgestellt worden [21].

Im Jahr 1994 ist dann die Zahl der wissenschaftlichen Publikationen, die sich mit uTAS (und
damit auch mit der Mikrofluidik) beschéaftigen sprunghaft angestiegen, da sich mehr und mehr
Forschergruppen daran beteiligen dieses Gebiet weiterzuentwickeln [7]. Dabei beginnen sich die
Mikrofluidik-Chip-basierten Analysen auf ein grofReres Anwendungsgebiet zu beziehen. So ist z.B.
durch die Integration von einer Reaktionskammer mit 1 nL Volumen die
Vorsaulenderivatisierung von Aminosdauren mit LIF Detektion und einer neuartigen ,gated”
(engl. fiir torgesteuert) Injektion in einem Glas-Chip realisiert worden [22]. Gleichfalls ist die
Integration von einer Reaktionskammer fiir die Nachsaulenderivatisierung  zur
Fluoreszenzmarkierung von Aminosauren mit LIF Detektion von Jacobsen et al. gezeigt worden
[23]. Auch die Trennzeiten konnten deutlich verkiirzt werden, so dalR auf einer Trennstrecke von
0,9 mm in einem Mikrofluidik-Chip sogar eine Trennung in weniger als 150 ms demonstriert
werden konnte [24]. Zusatzlich sind bereits Trennungen von Biomolekilen in miniaturisierten
Systemen gezeigt worden. So ist von Effenhauser et al. die elektrophoretische Trennung von
Oligonukleotiden mit Langen von 10 bis 25 Basen vorgestellt worden [25], wahrend Woolley und
Mathies, ebenfalls mit einem Mikrofluidik-Chip aus Glas, die Trennung von DNA-Fragmenten mit
Langen zwischen 70 und 1000 Basenpaaren veroffentlicht haben [26]. Fan und Harrison haben
im gleichen Jahr erstmals die Trennung von drei Aminosauren durch Elektrophorese in einem
GlasMikrofluidik-Chip publiziert [27] und Fuhr et al. gelang bereits das Festhalten von
Leberzellen durch Dielektrophorese mit Mikroelektroden in Kulturmedium, wobei sich die Zellen
auch bei Feldstarken von bis zu 100 V/cm noch geteilt haben [28]. Durch die Untersuchung von
zwei weiteren Injektionsmethoden in einem Mikrofluidik-Chip aus Glas und der Kanalgeometrie
von einem Kreuzinjektor, sind mit der ,pinched” (engl. fir eingeengt) Injektion und der
,floating” (engl. fir flieBend) Injektion [29] dann auch die drei bis heute in der Mikrofluidik
wichtigsten und haufig genutzten Injektionsarten bereits im Jahr 1994 bekannt gewesen.
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Gleichfalls ist zum ersten Mal ein Octadecylsilan als chemische Oberflaichenbeschichtung des
Trennkanals in dem GlasMikrofluidik-Chip eingesetzt worden, um an dieser stationaren Phase in
Anlehnung an die konventionelle Umkehrphasenchromatographie (engl. ,reversed-phase-
chromatography”) eine Trennung der Farbstoffe Cumarin 440, Cumarin 450 und Cumarin 460 zu
demonstrieren [30].

Viele wesentlichen Grundlagen fiir die Mikrofluidik waren damit bekannt, aber auch in den
darauf folgenden Jahren hat die Zahl der wissenschaftlichen Veréffentlichungen, die sich mit
Miniaturisierung wie der ,Lab-on-a-Chip“-Technologie und damit auch mit der Mikrofluidik
befassen bis heute stets weiter zugenommen. Die Mikrostrukturierungstechniken sind immer
weiter verfeinert worden und immer mehr Funktionen sind in einzelnen Mikrofluidik-Chips
integriert worden. Die Empfindlichkeit der Detektionsmethoden ist immer weiter gesteigert
worden und mit deutlich leistungsfahigeren Computern die Auswertung wesentlich schneller
geworden. Damit hat sich auch das Anwendungsspektrum immer mehr verbreitert und reicht
heute von der Medizin bis hin zur Landwirtschaft, so daR viele Firmen heute kommerzielle
Mikrofluidik-Chips fiir die verschiedensten Analysen anbieten. Einen guten Uberblick tber die
Anfange der Mikrofluidik, die verwendete Technologie und deren Anwendung bieten die
Reviews mit dem Titel ,,Micro Total Analysis Systems” von Reyes et al. [7] und Auroux et al. [31]
aus dem Jahr 2002. Aktuelle Entwicklungen der Technologie, der analytischen Operationen und
Anwendungen der Mikrofluidik sind als Reviews unter dem gleichen Titel im Jahr 2004 von
Vilkner et al. [32], im Jahr 2006 von Dittrich et al. [33], im Jahr 2008 von West et al. [34] und im
Jahr 2010 von Arora et al. [35] publiziert worden.

2.2 MIKROCHIP-ELEKTROPHORESE

Urspriinglich beschreibt die Elektrophorese die Wanderung geladener Teilchen in einem
elektrischen Feld, wobei Unterschiede in den Ladungen und den GrofRen der Teilchen eine
unterschiedliche elektrophoretische Beweglichkeit bewirken, so dafl} ein Substanzgemisch dabei
in einzelne Zonen aufgetrennt wird. Es werden im wesentlichen drei verschiedene Verfahren
angewendet: zum einen die Zonenelektrophorese mit einem homogenen Puffersystem (mit
Trager oder tragerfrei), dann die Isotachophorese, welche ein diskontinuierliches Puffersystem
ausnutzt und die isoelektrische Fokussierung bei der durch Tragerampholyte (frei oder
immobilisiert) ein pH-Gradient entsteht [36].

Die erste Elektrophorese ist in den 30er Jahren von dem schwedischen Wissenschaftler Arne
Tiselius entwickelt und 1937 als Analysemethode durch Auftrennung von Albumin, wie der -, 3-
und y-Globuline aus menschlichem Blutserum veroéffentlicht worden [37,38]. Im Jahr 1948 ist
Tiselius dafiir neben seinen Arbeiten zur chromatographischen Adsorptionsanalyse mit dem
Nobelpreis ausgezeichnet worden. Dieses erste elektrophoretische Trennverfahren der
wandernden Grenzschichten ist spater zu Zonenelektrophorese weiterentwickelt worden. Dazu
sind Medien wie Papier, Agargele und Kieselgele verwendet worden, auf die die Proben in
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schmalen Zonen aufgetragen worden sind. Spater sind aufgrund der bis dahin diffusen Banden
inerte Matrices mit sehr schwacher Eigenladung und groRerer Retardation eingefiihrt worden
[36]. So sind fiir die Zonenelektrophorese 1955 von Smithies Starkegele [39], 1957 von Kohn
Celluloseacetat-Folien [40], 1959 von Raymond und Weintraub Polyacrylamid-Gele [41] und
1961 von Hjertén erstmals verwendet worden. Dabei werden Starkegele zum Teil auch heute
noch fir genetische Untersuchungen verwendet, wie die Celluloseacetat-Folien bei klinischen
Routineuntersuchungen. Die Agarosegele werden hauptsachlich fir die Trennung von DNA-
Fragmenten und zur spezifischen und quantitativen Detektion von Proteinen bei der
Immunelektrophorese genutzt. Die Polyacrylamid-Gele sind inert, vollstandig transparent und
besitzen das hochste Auflésungsvermdgen fiir DNA-Fragmente und Proteine [36].

Als Grundlage moderner hochauflésender Elektrophorese-Methoden in Gelen und Kapillaren ist
die diskontinuierliche Polyacrylamid-Gelelektrophorese (Disk-Elektrophorese) im Jahr 1964 von
Ornstein [42] und Davis [43] erstmals vorgestellt worden. 1966 ist zum ersten Mal die
isoelektrische Fokussierung realisiert worden, wozu nach der Synthese von Tragerampholyten
durch Vesterberg das Konzept des natiirlichen pH-Gradienten von Svensson verwirklicht worden
ist und somit ein neues, hochauflésendes Trenn- und Messprinzip flir Proteine entstanden ist
[44]. Dabei wandern die Proteinmolekiile in einem pH-Gradienten bis zu dem pH-Wert, der
ihrem isoelektrischen Punkt entspricht, an dem sie eine Nettoladung von Null haben [36]. Ein
Jahr spater ist von Shapiro et al. die Elektrophorese mit Natriumdodecylsulfat (SDS) fir die
Molekulargewichtsbestimmung von Proteinen veroffentlicht worden [45], wahrend von Margolis
und Kenrick die Gradienten-Geltechnik im gleichen Jahr entwickelt worden ist [46,47]. Doch nur
durch die Kombination der isoelektrischen Fokussierung und der SDS-Polyacrylamid-
Gelelektrophorese zur zweidimensionalen (2D-) Elektrophorese gelang es Klose und O’Farrell im
Jahr 1975 erstmalig einen Gewebeaufschluss aus der Maus und ganze Zelllysate in ihre
samtlichen Proteine aufzutrennen [48,49]. Spater, im Jahr 1988 etablierten Gorg et al. die
zweidimensionale Elektrophorese mit immobilisierten pH-Gradienten [50-53], wie sie auch
heute Ublicherweise genutzt wird, da sich diese durch ihre hohe Reproduzierbarkeit und
Beladekapazitat auszeichnet. Zusammen mit hoch empfindlichen Nachweismethoden wie
Autoradiographie und Fluorographie kann man heute in solchen Gelen mehrere tausend
Proteinspots finden [36].

Die Kapillarelektrophorese ist im Jahr 1981 hinzu gekommen, als Jorgenson und Lukacs als erste,
wie heute Ublich, eine offene Quarzkapillare mit 75 um Innendurchmesser und eine Spannung
von 30 kV verwendet haben, um derivatisierte Aminosauren und Peptide zu trennen und mit
Fluoreszenzdetektion nachzuweisen [54-56]. Die Kapillarelektrophorese ist vorteilhaft, da die
Konvektion in den sehr dinnen Rohren nur minimal ist, weil durch das groRe
Oberflache/Innendurchmesser-Verhaltnis eine gute Warmeabfiuhrung gegeben ist. Dadurch
konnen groRere Feldstarken angelegt werden und kiirzere Trennzeiten erzielt werden. Neben
den kurzen Trennzeiten geht aber auch von den minimalen Probenvolumina, dem geringen
Losungsmittelverbrauch, der hohen Auflosung und der einfachen Methodenentwicklung ein
enormer Reiz aus [36].

Die Durchfiihrung einer Zonenelektrophorese ist zum ersten Mal erfolgreich Im Jahr 1992 in
Anlehnung an die Kapillarelektrophorese in einem Silizium-Chip [18] und einem Glas-Chip [19]
gezeigt worden. Dazu ist ein elektroosmotischer Flissigkeitstransport zur Flusskontrolle ohne
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Ventile in den miteinander verbundenen kleinen Kandlen mit anschliefender
elektrophoretischer Trennung von Proben genutzt worden. Dabei stellt die Mikrochip-
Elektrophorese (MCE) einen Meilenstein in der Miniaturisierung dar und kann als weiter
verkleinerte Version der Kapillarelektrophorese betrachtet werden [18].

Die Mikrochip-Elektrophorese bietet unilbertroffen kurze Trennzeiten und ermdoglicht die
Analyse von winzigen Probenmengen. Dariliber hinaus hat die Mikrochip-Elektrophorese das
groRe Potential flr hochgradig parallelisierte Trennungen und fir komplexe Lab-on-a-Chip
Systeme, in die z.B. auch noch Reaktionsrdaume fiir chemische Synthesen und entsprechende
Analysen in einem einzelnen Mikrofluidik-Chip integriert werden kdnnen, genutzt zu werden
[57]. Insbesondere die Detektion in der Proteomik und Metabolomik ist schwieriger als in der
Genomik, da Farbstoffe wie Interkalatoren, mit denen Nukleinsduren leicht Fluoreszenzmarkiert
werden kénnen und eine Vervielfaltigungstechnik, wie der Polymerase-Kettenreaktion (PCR)
fehlen. Besonders um diesen analytischen Herausforderungen in der Proteomik und
Metabolomik begegnen zu kdénnen besteht eine Notwendigkeit fiir eine empfindliche und
idealerweise markierungsfreie (engl. ,label-free”) Detektion in Kombination mit miniaturisierten
Trenntechniken, wie der Mikrochip-Elektrophorese [58].

Fiir die Trennung bei der Elektrophorese ist die substanzspezifische elektrophoretische Mobilitat
Mg, die die Wanderungsgeschwindigkeit eines Teilchens im elektrischen Feld bestimmt,
entscheidend. Dabei wirken auf ein geladenes Teilchen im elektrischen Feld verschiedene Krafte.
F. ist die beschleunigende Kraft, die auf die Ladung q des Teilchens wirkt, wahrend F, eine
Reibungskraft ist, die bremsend wirkt und F. entgegengesetzt ist. Dabei gilt mit der elektrischen
Feldstarke E, der Wanderungsgeschwindigkeit des Teilchens vg und dem Reibungskoeffizienten
fe:

(1)

F,=q-Emitq=2z-e

E=f.-vg

Der Reibungskoeffizient ist abhangig von der Viskositit des Mediums und ggf. von der
PorengroRe der Matrix. Durch das Gleichgewicht dieser beiden Kréfte bewegt sich das Teilchen
mit einer konstanten Geschwindigkeit im elektrischen Feld:

(3)

q-E
f

Dabei ist der Proportionalitdtsfaktor zwischen der Wanderungsgeschwindigkeit und der

Fo=F; fervge=q-E=>vp = =pg - E

Feldstarke pe die elektrophoretische Mobilitat. Unter der Annahme es handelt sich um kleine
kugelférmige Teilchen Ilasst sich das Stokessche Gesetz anwenden, um die Reibungskraft zu
berechnen, und es ergibt sich fiir die elektrophoretische Mobilitat:
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(4)

q zZ-e

Ll A

Hier ist z die Ladungszahl, e die Elementarladung, 1 die Viskositat der Losung und r der Stokes-
Radius des Teilchens (entsprechend der Radius des hydratisierten lons). Fir Peptide und
Proteine, die i.d.R. nicht-kugelformig sind, ldsst sich ein empirischer Zusammenhang zwischen
Molekulargewicht (M) und der elektrophoretischen Mobilitat angeben:

(5)
Hg X m

Fiir den Exponenten des Molekulargewichts finden sich in der Literatur allerdings auch noch
andere Werte zwischen 1/3 und 2/3 [36].

Zwei weitere Krafte, die in unendlich verdiinnten Losungen an Bedeutung gewinnen, die
Relaxationskraft F, und die Retardationskraft F. sind hierbei nicht beriicksichtigt worden.
Diese Krafte werden durch die lonenatmosphare des Teilchens hervorgerufen. Nach der Debye-
Hickel-Theorie ist jedes Teilchen von einer lonenatmosphdre entgegengesetzter Ladung
umgeben, deren Radius von der lonenstarke abhangt. Die Kraft, die das elektrische Feld auf die
lonen der lonenatmosphéare ausiibt, wird auf die Losungsmittelmolekiile Gbertragen, weshalb
das Zentral-lon nicht durch eine stationare Fllssigkeit wandert, sondern durch eine Losung, die
in die Gegenrichtung flieRt. Dieser Retardationseffekt bewirkt eine Verringerung der
Geschwindigkeit des Zentralteilchens. Zudem ,hinkt” die lonenwolke dem Zentral-lon beim
Anlegen eines elektrischen Feldes hinterher und Ubt so eine elektrische Kraft aus, die das
Zentral-lon abbremst. Dies wird als Relaxationseffekt bezeichnet [36]. F.q und F. sind wie die
Reibungskraft F, der elektrophoretischen Kraft F. entgegen gerichtet und bewirken, dal die
elektrophoretische Mobilitdt mit zunehmender lonenstarke abnimmt. Zudem ist fiir schwache
Sauren und Basen, wie z.B. Peptide und Proteine, nicht die elektrophoretische Mobilitdt des
vollstandig dissoziierten Teilchens fir die Wanderungsgeschwindigkeit entscheidend, sondern
die effektive Mobilitdt p.s, die Gber den Dissoziationsgrad o (das Verhéltnis zwischen Kation
oder Anion zur Gesamtkonzentration des Elektrolyten) mit der elektrophoretischen
lonenmobilitat y; verknipft ist.

(6)

Herr = Zai * Wy

4

Das bedeutet aber auch, daR bei schwachen Sduren und Basen (wie Peptide und Proteine) die
Wanderungsgeschwindigkeit (iber den pH-Wert des Elektrolyten optimiert werden kann [36].

Darliber hinaus hat auch der elektroosmotische Fluss in der Elektrophorese einen grof3en
Einfluss auf die Migrationsgeschwindigkeit und Richtung eines Analyten. Eine Vielzahl von
Materialien wie Glas, fused Silica (amorpher Quarz), Teflon, Papier, Agarose und Celluloseacetat-
Folien (und PDMS) bilden auf Grund von Oberflichenladungen bei Kontakt mit einer



Grundlagen/Theoretischer Hintergrund | 14

Elektrolytlosung eine elektrochemische Doppelschicht aus. Der Aufbau dieser Doppelschicht
wird nachfolgend am Beispiel von Kapillaren aus fused Silica kurz beschrieben.

Durch die Dissoziation der Silanolgruppen (-SiOH) werden an der Kapillarwand negative
Ladungen ausgebildet (gleiches gilt flir PDMS). Diese negativen Ladungen werden auf der Seite
mit der Elektrolytlésung durch positive Gegenladungen kompensiert. Dabei ergibt sich ein
Potentialabfall zur Mitte der Kapillare hin. Die Doppelschicht besteht aus einer starren (Stern-)
und einer diffusen (Gouy-Chapman-) Schicht, wobei der Potentialabfall in der starren Schicht
linear und in der diffusen Schicht exponentiell verlauft. Die diffuse Schicht reicht umso weiter in
das Losungsinnere hinein, je geringer die lonenstarke der Losung ist [36]. Die Entfernung von der
Wand bei der das Potential auf das 1/e-fache abgefallen ist, wird Debye-Ldnge A, genannt. Fur
eine wassrige Losung bei 25 °C kann diese wie folgt angendhert werden:

(7)

9,61-107°

D = (22 - c)1/2

Hier ist ¢ die Konzentration des Elektrolyten und z die Ladungszahl aus denen sich die
lonenstarke des Elektrolyten zusammen setzt [59].

Beim Anlegen einer elektrischen Spannung bewirken die positiven Gegenladungen durch
Impulslibertragung auf das Losungsmittel einen Fluss des Losungsmittels in Richtung Kathode.
Dieser Fluss wird elektroosmotischer Fluss (EOF) genannt. Dabei ist die Geschwindigkeit des EOF
Veor abhdngig vom sogenannten (-Potential, welches das Potential in der Scherebene (meist
gleichgesetzt mit der Grenzflache zwischen starrer und diffuser Doppelschicht), der elektrischen
Feldstarke, der Viskositait m des Mediums und der Dielektrizititskonstante & in der
Doppelschicht. Es gilt:

(8)

e-(-E
VEor = 4 -1

Somit tritt wahrend der Elektrophorese eine Stréomung der fllssigen Phase auf. Diesen Fluss
nennt man bei der Gelelektrophorese Elektroendosmose und ist dort meist unerwiinscht, da
dieser bei negativ geladenen Proben (z.B. DNA und Proteine mit SDS) der Migrationsrichtung der
zu trennenden Analyten entgegen gerichtet ist. Daher werden in der Gelelektrophorese
moglichst ladungsfreie Trennmedien verwendet. Bei der Kapillarelektrophorese werden dagegen
viele Trennungen auch bei hohem EOF durchgefiihrt. Dabei sind das {-Potential und damit auch
der EOF abhangig von der Dissoziation der Silanolgruppen und damit auch vom pH-Wert der
Elektrolytlosung. Bei der Trennung von lonen ist der EOF bei basischem pH-Wert lblicherweise
hoher als die Wanderungsgeschwindigkeit und bei saurem pH-Wert geringer, so dall auch
Anionen durch den EOF bei basischem pH-Wert zur Kathode transportiert werden. Dann kénnen
Kationen, Neutralmolekiile und Anionen kathodenseitig detektiert werden. Zudem sind der
Potentialabfall in starrer und diffuser Doppelschicht und damit das {-Potential abhangig von der
lonenstarke der Losung. Es gilt hierbei, je hoher die lonenstdrke, desto steiler ist der
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Potentialabfall und die Dicke der Doppelschicht nimmt ab. Dadurch nimmt die Geschwindigkeit
des EOF mit der lonenstarke des Elektrolyten ab.

Da das elektroosmotische Flussprofil bei der Kapillarelektrophorese (und auch bei der
Mikrochip-Elektrophorese) stempelformig ist, leistet es jedoch keinen nennenswerten Beitrag
zur Peakverbreiterung. Bei diesem stempelformigen Flussprofil ist die Geschwindigkeit der
Flussigkeit Gber den gesamten Querschnitt der Kapillare, mit Ausnahme des geringen Bereichs
der diffusen Doppelschicht, in der die Geschwindigkeit des EOF von Null auf den Maximalwert
zunimmt, konstant. Im Gegensatz dazu ist das hydrodynamische Flussprofil parabelférmig.
Desweiteren kann die Geschwindigkeit durch die dynamische Beschichtung mit Polymeren (z.B.
Polyethylenglykol, Cellulosederivate, Polyvinylalkohol) reduziert werden, da die Viskositat in der
Doppelschicht stark zunimmt. Durch die Adsorption positiv geladener Detergenzien (z.B.
Cetyltrimethylammoniumbromid) kann eine Richtungsumkehr des EOF erreicht werden. Ist in
der Kapillarelektrophorese (oder der Mikrochip-Elektrophorese) ein EOF vorhanden, so muss
neben der elektrophoretischen Geschwindigkeit des Analyten auch die Geschwindigkeit des EOF
beriicksichtigt werden. Die Gesamtgeschwindigkeit des Analyten v, setzt sich dann aus der
vektoriellen Summe der elektrophoretischen und der elektroosmotischen Geschwindigkeit
zusammen [36].

(9)
ﬁges = vUp + 1_7)E0F

Um die Glte einer elektrophoretischen Trennung in einem Mikrofluidik-Chip, wie auch in der
Kapillarelektrophorese zu charakterisieren werden Peaks in einem Elektropherogramm, welches
sich aus der Auftragung der vom Detektor gemessenen Intensitatswerte gegen die Zeit ergibt,
betrachtet und miteinander verglichen. Dabei wird ein Peak durch seine Migrationszeit
(Retentionszeit) tg, der Zeit, die eine Komponente von der Injektion bis zum Detektionspunkt
bendtigt (gemessen in der Peakmitte), durch seine Peakbreite w (gemessen an der Basislinie)
oder seine Halbwertsbreite wy/, (gemessen auf halber Hohe), die Peakhdhe hy (gemessen ab der
Basislinie) und ggf. die Peakflache A beschrieben. Dabei wird durch optimierte Bedingungen eine
schlanke und symmetrische Peakform angestrebt. Die sogenannte Dispersion fiihrt jedoch zu
einer Bandenverbreiterung, durch (longitudinale) Diffusion in Langsrichtung der Trennsaule und
aufgrund der Wechselwirkung von Probenmolekiilen mit den Wanden der Mikrokanile
(Kapillare). Dabei liefert ein aufgezeichneter Peak durch seine Form Informationen lber die
Qualitat der Trennung und der Trennsaule. Peakformen mit Abweichungen auf der ansteigenden
(engl. ,fronting”) oder der abfallenden Seite (engl. ,tailing”) weisen auf Peakinhomogenitat oder
auf apparative Schwierigkeiten hin; homogene Peaks sind mdglichst gleichmaRig und schmal.
Um die Qualitat einer Trennung zu betrachten wird das Verhaltnis der Peakabstande und der
Peakbreiten bestimmt und als Auflosung R angegeben. Diese entspricht einer moglichst guten
Trennung bei geringer Dispersion. Es gilt:

(10)

— (trz — tr1)
(w1 +wy)
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Dabei sind zwei Peaks entweder unmittelbar benachbart (bei R = 1), klar voneinander getrennt
(bei R > 1) oder vermischt (bei R < 1). Die Auflosung wird aulerdem von der sogenannten
Bodenzahl beeinflusst. Die Bodenzahl n (engl. ,number of theoretical plates”) steht fir die
Trennqualitat der verwendeten Saule. Es gilt:

(11)

t 2
n=16 (—R)
w

Die Bodenzahl geht auf das klassische Konzept der ,theoretischen Boden” als der Anzahl an
Destillationsbdden bei einer fraktionierten Destillation zuriick. Je hoher die Bodenzahl bei einer
Saulenldnge L ist, desto besser ist die Qualitat einer Sdule und die Peakbreite w wird klein. Die
Bodenzahl ist eine charakteristische Grofle einer Trennsdule. Dabei ist die theoretische
Bodenhdhe h (engl. ,plate height”) das Verhéltnis der Lange der Saule L zur Bodenzahl n. Es gilt:

(12)
L
h==
n

Die theoretische Bodenhdhe sollte deshalb moglichst klein sein [36,60].

Desweiteren wird neben der Auflosung, der Bodenzahl und der theoretischen Bodenhéhe
besonders bei sehr niedrigen Konzentrationen noch das Signal-Rausch-Verhaltnis S/N fiir einen
Peak bestimmt. Dieses beschreibt als Verhaltnis der Peakhéhe h, und der Standardabweichung
des Hintergrundsignals ( = dem Rauschen) o4, ob ein Signal noch eindeutig vom
Hintergrundrauschen zu unterscheiden ist. Es gilt:

(13)

sv="r
OH
Fir die Bestimmung der theoretischen Nachweisgrenze wird das Signal-Rausch-Verhaltnis fir
einen Peak einer Substanz in bekannter Konzentration bestimmt und unter der Annahme, dal
ein Signal-Rausch-Verhaltnis von drei hinreichend fiir die eindeutige Diskriminierung des Signals
von dem Rauschen ist, diejenige Konzentration berechnet, die bei ebendiesem Signal-Rausch-
Verhiltnis theoretisch noch detektierbar ist.

2.3 MIKROCHIP-ZELLKULTIVIERUNG UND LANGZEITBEOBACHTUNG

Ein grundlegendes Ziel der Zellbiologie ist es herauszufinden, wie das Verhalten von Zellen durch
verschiedene Stimuli aus der Umgebung gesteuert wird. Die Moglichkeit, das entsprechende
Verhalten von einzelnen Zellen als Reaktion auf eingehende Signale in zeitlicher Abhangigkeit
vorherzusagen, wirkt sich auch auf unser Verstdndnis in der héher organisierten Form von
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Zellen, den Geweben und den Organismen aus und kann zu therapeutischen Ansatzen zur
Korrektur von Fehlern in dieser Organisation fiihren [61]. Dabei sind Schliisselprozesse, wie die
Stammzelldifferenzierung und deren Selbsterneuerung eng verknipft mit der zelluldren
Mikroumgebung [62,63]. Zudem ist das normale morphologische Design von Organismen
abhangig von Prozessen, wie der Zellteilung und der Apoptose, die in den meisten Fallen von der
zeitlichen und raumlichen Veranderung von extrazelluldren Signalen gesteuert werden [64].
Einige dieser Umweltfaktoren sind chemische Signale, wie Cytokine, Wachstumsfaktoren,
Nahrstoffangebot und Hormone, weitere sind biologische Signale, wie Zell-Zellkontakte und
Zellkontakte mit der extrazelluldaren Matrix. Zudem kommen noch physikalische Signale, die
mechanischer, elektrischer und thermischer Natur sein kdnnen. Idealerweise ware es bei der
Kenntnis all dieser Umweltfaktoren in der Vergangenheit einer Zelle moéglich, deren Verhalten
prazise vorherzusagen und somit eine deterministische und quantitative Beschreibung einer
biologischen Funktion zu erreichen [61]. Dies wird allerdings kaum moglich sein, da Zellen unter
scheinbar identischen Umgebungsbedingungen oft ein heterogenes Verhalten aufweisen
[65,66]. Zum Teil beruht diese Heterogenitat auf der stochastischen Natur von
Entscheidungsprozessen, die wiederum bei einer Zelle auf Signaltransduktionswegen und deren
molekularen Interaktionen basieren. Hierbei fiihren Uberschneidungen zwischen Signalwegen,
die Lokalisierung von Reaktionen und die zum Teil sehr geringe Zahl der Molekiile einer Spezies,
die an der Signallibertragung beteiligt sind, zu dem stochastischen Verhalten der Zellen bei
diesen Entscheidungsprozessen [65,67-69]. So haben dann auch Studien und Vorhersagen zu
dem kollektiven Verhalten der Signalwege in den vorangegangenen Jahren stetig weiter
zugenommen [69].

Aufgrund der Heterogenitdt innerhalb einer Population, sind vermehrt Bemihungen
unternommen worden, eine grolRe Anzahl an Einzelzellen zu untersuchen, um so die Verteilung
des heterogenen Antwortverhaltens der Zellen zu bestimmen, anstatt die Zellen im Bulk zu
untersuchen [68,70,71]. So ist es z.B. Mettetal et al. gelungen mit einem quasi-deterministischen
mathematischen Modell die Verteilung der exprimierten Proteinmenge in Escherichia coli
Kulturen in Abhangigkeit von der Zeit als Antwort auf die Zugabe von Lactose als externes Signal
vorherzusagen, wobei in diesem Modell immer noch auch ein stochastischer Term fir das
Antwortverhalten einzelner Zellen verwendet worden ist [68]. Neben der des stochastischen
Antwortverhaltens durch die Signaltransduktionswege, das zu der Heterogenitdt in
Zellpopulationen beitragt, hat auch die mangelnde Kontrolle der Mikroumgebung einen groRen
Anteil an der Verbreiterung der Verteilung des Verhaltens innerhalb einer Population.
Dementsprechend gibt es auch viele Bemiihungen einheitliche und gut kontrollierbare in vitro
Umgebungen fiir Zellkulturen zu erschaffen, in denen verschiedene Umgebungsbedingungen
dynamisch und im Hochdurchsatz getestet werden koénnen [62,72,73]. Da Vviele
Umgebungsbedingungen in Multiwellplatten und Petrischalen, die oftmals zur Kultivierung von
Zellen genutzt werden, nur schlecht oder gar nicht kontrolliert werden kénnen und zudem die
dynamische Kontrolle der Umgebung zur Untersuchung einiger zelluldrer Prozesse ebenfalls
wichtig ist, sind viele Mikrofluidik-Chips und auf Mikrostrukturierungstechnik basierende
Kammern fiir Zellen entwickelt worden, die nun eine wesentlich verbesserte dynamische
Kontrolle der Umgebungsbedingungen fiir die Einzelzellanalytik auch im Hochdurchsatz erlauben
[61,64]. Gleichzeitig verspricht die mogliche Automatisierung eine héhere Reproduzierbarkeit,
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einen hoheren Durchsatz, robustere Systeme und den Zugang zu kiirzeren Zeitskalen, die
ansonsten meist durch den Experimentator begrenzt werden [1,74].

Die Mikrofluidik eignet sich besonders, da hier die gezielte Manipulation von kleinen
Fliissigkeitsmengen (10 bis 10™*® L) moglich ist und typische GroRen der Kanale und Strukturen
meist zwischen 10 um und 100 pm und somit in der GroRenordnung von eukaryotischen Zellen
liegen. Insbesondere PDMS ist wegen seiner hervorragenden optischen Transparenz, geringen
Toxizitdt und hohen Permeabilitdt fir Sauerstoff und Kohlenstoffdioxid, wahrscheinlich am
besten geeignet als Material fir die Herstellung von Mikrokammern fiir das Wachstum und die
Beobachtung von Zellen [3].

Die Mikrofluidik-Zellkulturchips verbinden die Vorteile der Miniaturisierung und der
mikroskopischen Echtzeitbeobachtung mit der Moglichkeit die Zellkultursubstrate zu
strukturieren, die Zusammensetzung des Kulturmediums raumlich zu variieren und Bedingungen
fir die Zellkultur zu schaffen, die wegen hoher Austauschraten von N&hrstoffen und
einstellbaren mechanischen Stimulationen physiologischer sind, als in anderen in vitro
Systemen. Dementsprechend sind Mikrofluidik-Chips erfolgreich fiir die Langzeitkultivierung (bis
zu 4 Wochen) fir eine Vielzahl von Zellen, darunter Primérzellen wie Endothelzellen aus dem
Rind, Hepatozyten aus der Ratte, Neuronen aus Rattenembryonen, neuronale Stammzellen und
embryonale Stammzellen aus dem Menschen, eingesetzt worden [4]. So hat beispielsweise
Gomez-Sjoberg et al. das erste vollautomatisierte, mikrofluidische Zellkultursystem vorgestellt
und damit Stammzellen aus dem Menschen kultiviert [4]. In einem anderen Mikrofluidik-Chip
konnte Kane et al. die Kultivierung von Primarzellen, in diesem Fall Hepatozyten aus der Ratte,
liber Zeitraume bis zu vier Wochen demonstrieren [75].

Mittels zeitaufgeloster Fluoreszenzmikroskopie hat Sigal et al. die Lokalisierung von Proteinen in
humanen Lungenkarzinomzellen beobachtet und fiir die Zellzyklus-abhdngige Auswertung die
sogenannte in silico Synchronisation etabliert [76]. Bei einer E. coli Kultur konnte Balaban et al.
Uber die Beobachtung in einem Mikrofluidik-Chip zeigen, dal} die natlirlicherweise vorhandene
Heterogenitat innerhalb der Population dazu gefiihrt hat, daR einige Zellen, welche sich spater
wieder vermehrt haben, eine Behandlung mit Antibiotika (iberdauert haben, wahrend der
groRte Teil der Population dabei wie erwartet verstorben ist [77]. Mit einem anderen
Mikrofluidik-Chip und unter Ausnutzung der Perfusion fiir die Nahrstoffversorgung ist es
Tourovskaia et al. gelungen die erste Differenzierung von Muskelzellen aus der Maus in einem
Chip zu verfolgen und die Zellen Uber einen Zeitraum von mehr als zwei Wochen in dem
Mikrofluidik-Chip zu kultivieren [78]. Cookson et al. hat zeitaufgeloste Fluoreszenzmikroskopie
genutzt, um die Genexpression bei Hefezellen auf Einzelzellniveau innerhalb einer Population
von S. cerevisiae, die Gber mehrere Generationen in einem Mikrofluidik-Chip kultiviert worden
ist, zu untersuchen [79], wahrend Megerle et al. mit der gleichen Technik, aber unter
Verwendung der von lbidi kommerziell erhaltlichen p-Slides den Arabinosestoffwechsel in dem
Bakterium E. coli zeitaufgel6st verfolgt [80].

Dem entsprechend kénnen Zellen in Mikrofluidik-Chips im Einzell- oder Vielzellstadium bei
gleichzeitiger Auflésung einzelner Zellen und lokaler Kontrolle der Fliissigkeitsumgebung
untersucht werden. Mit Beschrankung der Zellen durch die Hohe der Kandle oder Kammern
kann ein Stapeln der Zellen lbereinander, wie es typischerweise nach mehreren Zellteilungen
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auftritt, vermieden werden. Dadurch kénnen Zellen in Mikrofluidik-Chips viel langer einzeln
voneinander unterschieden werden als bei traditioneller zeitaufgeloster Mikroskopie ohne
raumlicher Beschrankung der Zellen [81].

Fir die Langzeitbeobachtung lebender Zellen gibt es inzwischen auch kommerzielle Mikrofluidik-
Chips, z.B. von lbidi (System aus Kunststoff mit teilweise gaspermeablem Boden) oder von
Cellasic (System mit Glasboden und Oberseite aus gaspermeabler PDMS-Membran). Diese
Systeme beinhalten hybride Glas-Kunststoff-Chips fir die Zellkultivierung, die Immobilisierung
und die Beobachtung. Allerdings, ist eine Anpassung der Geometrie und die Veranderung von
Oberflacheneigenschaften in den Kanalen deutlich schwieriger, als dies bei der Verwendung von
Softlithographie und Polydimethylsiloxan (PDMS) als Chipmaterial der Fall ist [82,83]. Hierbei
kénnen die Oberflaichen des hochtransparenten, biokompatiblen, chemisch inerten und
gaspermeablen PDMS mit ihren Silanolgruppen (Si-OH) nach fast den gleichen Protokollen, wie
fiir Glasoberflachen, funktionalisiert werden [83,84].

Natirlich sollte besonders bei der mikroskopischen Beobachtung von lebenden Zellen mit
Nachdruck auf die Gesundheit der Zellen auf dem Mikroskop geachtet werden. Dazu sollte die
Umgebung besonders bei Langzeitbeobachtungen so physiologisch und konstant wie moglich
sein. Dazu gehort die Kontrolle der Luftfeuchtigkeit, der Temperatur, des Gasaustausches und
der Nahrstoffversorgung. Da zudem jede Beobachtung zu einer moglichen Lichtschadigung der
Zellen fuhren kann, sollte die Menge der eingetragenen Energie durch Licht so gering wie
moglich gehalten werden [85].

Hier sind nur einige ausgewahlte Publikationen zu der Zellkultivierung und der
Langzeitbeobachtung von Zellen in Mikrofluidik-Chips erwahnt worden, durch welche die in
dieser Arbeit vorgestellten Ergebnisse besser eingeordnet werden konnen. Da aber das
Themengebiet sehr weit ist und eine immense Anzahl weiterer Publikationen und
weiterflihrender Literatur existieren, bieten die Reviews mit dem Titel ,Micro Total Analysis
Systems” von Reyes et al. [7] und Auroux et al. [31] und einer eigenen Sektion zu der
Zellkultivierung und Handhabung von Zellen in Mikrofluidik-Chips dem interessierten Leser einen
guten Uberblick. Aktuelle Entwicklungen, wie z.B. die spiter aufgekommene Verwendung von
Droplets fiir die Handhabung von Zellen in Mikrofluidik-Chips, sind in den Reviews, die unter
dem gleichen Titel im Jahr 2004 von Vilkner et al. [32], im Jahr 2006 von Dittrich et al. [33], im
Jahr 2008 von West et al. [34] und im Jahr 2010 von Arora et al. [35] libersichtlich dargestellt
worden. Zudem beschaftigen sich die Reviews von Breslauer et al. [1] und El-Ali et al. [74]
speziell nur mit der Handhabung und der Untersuchung von Zellen in Mikrofluidik-Chips.

2.4 FLUORESZENZDETEKTION VON PROTEINEN

Fir die Detektion von Proteinen wird in dieser Arbeit die Fluoreszenz genutzt. Die wichtigsten
Grundlagen dazu werden nachfolgend kurz erldutert. Zur Veranschaulichung ist das Termschema
eines Molekiils mit méglichen Ubergingen in der Abbildung 1 gezeigt.
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Abbildung 1: Termschema eines Molekiils mit moglichen Ubergingen. Dabei sind die
strahlungslosen Uberginge in schwarz, solche die unter Absorption oder Emission von
elektromagnetischer  Strahlung verlaufen dagegen in rot eingezeichnet. In der
AusschnittvergroBerung, wo die Schwingungsniveaus (v) noch weiter in Rotationsniveaus (r)
unterteilt sind, ist zudem ein Ubergang der Infrarotabsorption gezeigt [36]. Die Energie nimmt
von oben nach unten ab.

Elektronen haben einen Eigendrehimpuls und daher ein magnetisches Moment, welches als Spin
bezeichnet wird. Dabei kann jedes Orbital nur mit maximal zwei Elektronen besetzt werden,
wobei das Pauli-Prinzip einen antiparallelen Spin fordert. Eine typische Spinkonfiguration ist
daher: {-1/2; +1/2} oder {+1/2; -1/2}. Die Multiplizitdt M wird dabei wie folgt berechnet:
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(14)
M=2-|S|+1

Wobei |S|der Betrag der Summe der magnetischen Momente ist. Also ergibt sich fir eine
Spinkonfiguration von {-1/2; +1/2} oder {+1/2; -1/2} S = 0 und entsprechend M = 1. Man
bezeichnet diese Spinkonfiguration daher als Singulettzustand. Es kommt jedoch auch vor, dal}
z.B. durch einen photochemischen Prozess ein Spin umgekehrt wird und entsprechend die
Spinkonfiguration {+1/2; +1/2} oder {-1/2; -1/2} ist und damit S = 1 und M = 3. Diese
Spinkonfiguration wird dann als Triplettzustand bezeichnet.

In der Regel halten sich in den Molekiilorbitalen bei einem stabilen Molekiil je zwei Elektronen
mit antiparallelen Spins auf. Durch die Absorption eines Photons kann ein Elektron aus einem
besetzten Molekilorbital in ein leeres Molekilorbital gehoben werden. In der Photochemie wird
dies durch die Angabe der Molekiilorbitale deklariert. So liegt ein 7 -> *-Ubergang genau dann
vor, wenn ein Elektron aus einem m-Orbital in ein m*-Molekilorbital gehoben wird. Dabei kann
der Ubergang aus einem besetzten Orbital in ein leeres Orbital unter Beibehaltung, oder unter
Spinumkehr stattfinden.

Der elektronische Grundzustand eines Molekiils wird als Sy bezeichnet. Typischerweise betragt
die Energiellicke zwischen dem Grundzustand und dem ersten angeregten Zustand S,
mindestens 1 eV, was etwa der Energie eines Photons mit einer Wellenlange von 1200 nm
entspricht. Dagegen betragt die Energiellicke zwischen dem niedrigsten Schwingungsniveau (v =
0) und dem nachsthéheren Schwingungsnivea (v = 1) typischerweise mindestens 0,1 bis 0,5 eV,
entsprechend der Energie eines Photons im mittleren Infrarot-Bereich. Da bei Raumtemperatur
die thermische Energie jedoch nur etwa 0,05 eV betragt, befinden sich alle Molekile im
thermischen Gleichgewicht im elektronischen Grundzustand und fast immer auch im
Schwingungsgrundzustand, so dal} nur Rotationszustdande signifikant besetzt sind. Von diesem
Zustand aus kdnnen durch die Absorption eines Photons geeigneter Energie Uberginge zwischen
verschiedenen Niveaus stattfinden. Dabei regen Photonen im Infrarot-Bereich in der Regel
Rotations- und Schwingungsiibergange innerhalb von S, an, wdhrend die Absorption von
Photonen im UV, sichtbaren und nahen infraroten Spektralbereich zu elektronischen
Ubergdngen zwischen S, und S; (oder hdher angeregten Zustanden) fiihrt. Dazu muss allerdings
die Energiedifferenz zwischen dem Ausgangs- und dem Endzustand der Energie des
eingestrahlten Photons entsprechen.

Es sind jedoch nicht alle Ubergédnge gleich wahrscheinlich und dementsprechend entweder mit
starker Absorption oder schwacher Absorption verkniipft. Eine Auswahlregel fir die
Wahrscheinlichkeit von Ubergingen wird Franck-Condon-Prinzip genannt. So kann z.B. nach dem
Franck-Condon-Prinzip der Gleichgewichtsabstand zweier Atomkerne im angeregten Zustand
entweder gleich, kleiner, oder gréBer sein als im Grundzustand. Da zudem der elektronische
Ubergang von Sy nach S; mit etwa 10" s sehr schnell erfolgt, wahrend eine
Kernschwingungsperiode mit etwa 10™** s langer dauert und somit die Schwingungen der Kerne
relativ zueinander langsamer sind, bleibt entsprechend der Kernabstand wahrend eines
elektronischen Ubergangs nahezu konstant. Dies fiihrt bei einer Auftragung der Energie gegen
den Kernabstand dazu, daR der elektronische Ubergang senkrecht stattfindet und entsprechend
zu einem angeregten Schwingungszustand fihrt, wenn der Gleichgewichtsabstand im
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angeregten Zustand von dem im Grundzustand abweicht. In der Quantenmechanik werden die
Uberlappungen der Wellenfunktionen, die ein MaR fiir die Aufenthaltswahrscheinlichkeit sind,
im Grundzustand und in den angeregten Zustinden betrachtet. Dabei sind diejenigen Uberginge
am  wahrscheinlichsten, bei denen die Schwingungszustainde und damit die
Aufenthaltswahrscheinlichkeiten im Grundzustand und im angeregten Zustand am &ahnlichsten
sind.

In der Regel erfolgt ein elektronischer Ubergang unter Beibehaltung des Spins und da diese im
elektronischen Grundzustand, dem Anfangszustand antiparallel ausgerichtet sind, ist dies im
Endzustand ebenso der Fall. Entsprechend dieser Spinkonfiguration ist die Multiplizitat in beiden
Fallen also M = 1, so dall man von Singulettzustidnden, bzw. von einem Singulettliibergang
spricht. Es kann jedoch unter bestimmten Bedingungen auch eine Spinumkehr erfolgen, also ein
Ubergang von einer Spinkonfiguration mit {-1/2; +1/2} zu einer Spinkonfiguration {+1/2; +1/2}
oder {-1/2; -1/2}, was dann auch ein Ubergang von einem Singulettzustand zu einem
Triplettzustand ist. Entsprechend wird die Auswahlregel fiir den Ubergang von einem
Singulettzustand zu einem Triplettzustand, was als Intersystem-Crossing bezeichnet wird,
Interkombinationsverbot von Singulett- und Triplettzustanden genannt. Danach sind die
Uberginge mit Spinumkehr verboten und dementsprechend sehr unwahrscheinlich und in der
Absorption sehr schwach.

Ein angeregtes Molekll kann auf unterschiedliche Weise wieder in den energetischen
Grundzustand gelangen. Bei der strahlungslosen Relaxation wird die Energiedifferenz in Form
von Schwingungsenergie (sogenannte vibronische Relaxation), letztlich als Warme abgegeben.
Die Emission elektromagnetischer Strahlung in Form eines Photons wird dagegen als
Lumineszenz bezeichnet. Dabei wird unterschieden aus welchem Zustand in einem Termschema,
bestehend aus einem Singulett-Grundzustand S,, einem Singulettzustand S;, einem hoher
angeregten Singulettzustand S,, sowie den dazugehorigen Triplettzustinden T, und T,, die
Emission erfolgt. Wahrend die Messung der Phosphoreszenz (Relaxation von T, nach S) fur die
Bioanalytik nur eine untergeordnete Rolle spielt, ist die Messung der Fluoreszenz bei vielen
Arbeiten eine angewandte Routinemethode. Die Anregung erfolgt aus dem niedrigst liegenden
Singulettzustand S, in einen der Schwingungszustdnde des ersten oder zweiten angeregten
Singulettzustands. Aus dem zweiten oder héher angeregten Singulettzustand S, (bzw. S,) erfolgt
in der Regel sehr schnell (ca. 10 s) und strahlungslos ein Ubergang in den am niedrigsten
liegenden Schwingungszustand des ersten angeregten Singulettzustands. Die Emission eines
Photons aus S, wird dagegen nur in Ausnahmefillen beobachtet. Dagegen kann die Relaxation
aus dem ersten angeregten Singulettzustand S; Uber unterschiedliche Prozesse erfolgen. Einer
davon ist die innere Konversion (innere Umwandlung; engl. ,internal conversion”) bei der eine
strahlungslose Desaktivierung stattfindet. Dies lasst sich dadurch erklaren, dass hoher angeregte
Schwingungszustande von S, durchaus Energiewerte in der Nahe von S, erreichen kdnnen. Viel
wichtiger allerdings ist der Prozess der Desaktivierung von S; nach Sy unter Emission von einem
Lichtquant, was als Fluoreszenz bezeichnet wird. Dabei erfolgt die Absorption aus dem
Grundzustand ausgehend von einer Besetzung der Schwingungsniveaus, die durch die
Temperatur gegeben ist. Bei Raumtemperatur erfolgt sie fast ausschlieBlich von v = 0 aus.
Entsprechend dem Franck-Condon-Prinzip fihrt der Absorptionsprozess zum gleichen (v = 0)
oder héher angeregten (v = 1, 2, ...) Schwingungsniveau in S;. Im angeregten Zustand kommt es
dann zunichst zu einer thermischen Aquilibrierung zum Besetzungsgleichgewicht (bei



23

Grundlagen/Theoretischer Hintergrund

Raumtemperatur also zum tiefst liegenden Schwingungszustand in S,), bevor Relaxation nach S,
moglich ist. Als Folge dieses Verhaltens, das in einem Termschema anschaulich dargestellt
werden kann (s.Abbildung 1), ergeben sich fir die Fluoreszenz folgende Eigenschaften [36].

Erstens ist das Spektrum der Fluoreszenzemission gegeniiber dem Spektrum der Absorption in
der Regel zu kleineren Energien, also zu groBeren Wellenlangen, verschoben. Zweitens ist das
Emissionsspektrum unabhdngig von der Anregungswellenlange und drittens bestimmt die
Struktur der Schwingungsniveaus die Struktur des Absorptions- bzw. des Emissionsspektrums.
Dabei ist fir die Absorption die Schwingungsunterstruktur von S; und fiir die Emission die
Schwingungsunterstruktur von S, malRgeblich. Da die Relaxation von S; nach Sy Ulber
Strahlungsemission von einem Zustand aus erfolgt, der eine vergleichsweise lange Lebensdauer
hat, sind Fluoreszenzuntersuchungen fiir biologische Molekiile besonders attraktiv. Die
Lebensdauer, die der mittleren Verweildauer eines Molekiils in S; entspricht, Iasst sich nur dann
exakt aus der Rate der Fluoreszenzemission bestimmen, wenn die Fluoreszenz der einzige
Desaktivierungspprozess ist und strahlungslose Desaktivierung oder Intersystem-Crossing, d.h.
der Ubergang vom Singulett- zum Triplettzustand, vernachlissigt werden kénnen. Typische
Lebensdauern fiir die Fluoreszenz liegen in der GréRenordnung von 10”s bis 107 s. Aufgrund der
Tatsache, dal} diese Lebensdauern in derselben GrofRenordnung liegen oder gar langer sind als
die Zeiten fir Diffusion, Rotation oder Konformationsdnderungen von biologischen
Makromolekiilen, bietet sich eine Messung von solchen Prozessen durch Fluoreszenzmessungen
an. Fur Fluoreszenzuntersuchungen an Biomolekiilen wird unterschieden, ob die Fluoreszenz
von Gruppen, die direkt am Molekil vorhanden sind, genutzt werden kann, oder ob zusétzlich
erst Fluorophore an das Molekiil gebunden werden miissen. Trifft ersteres zu, bezeichnet man
dies als intrinsische Fluoreszenz, wahrend im zweiten Fall von extrinsischer Fluoreszenz
gesprochen wird. Die dabei verwendeten Fluorophore werden dann Fluoreszenz-Sonden
genannt. Fir die Fluoreszenzspektroskopie von Proteinen ohne weitere Farbstoffe kann im
Wesentlichen nur die Fluoreszenz der Aminosdure Tryptophan genutzt werden. Da die
Seitenketten der aromatischen Aminosduren Absorptionsbanden bei ca. 280 nm (Tryptophan)
besitzen kann die Fluoreszenz dieses elektronischen Ubergangs bei Wellenldngen oberhalb 300
nm gemessen werden. Grundsatzlich hangt die beobachtete Intensitadt der Fluoreszenzemission
lops vOn der Konzentration des untersuchten Molekdils ab. Es gilt:

(15)
Ips =1Io-®- (2,303 &4 -c-d)

Dabei ist |y die Intensitat des eingestrahlten Lichts, ® die Quantenausbeute, also dem Verhaltnis
von emittierten zu absorbierten Photonen, €, der molare Absorptionskoeffizient (substanz- und
wellenldangenspezifisch), ¢ die Konzentration des untersuchten Molekils und d die Schichtdicke
der Losung [36].

Bei der nativen Fluoreszenzdetektion ist das intrinsische Fluorophor (die Aminosaure)
Tryptophan, bzw. der Indolring in dessen Seitenkette dominant. Hier tritt, wie bereits zuvor
erwdhnt, die Fluoreszenzemission im Vergleich zur Absorption bei gréReren Wellenlangen auf.
Diese sogenannte Stokes-Verschiebung (engl. ,Stokes shift“), der fir polare Fluorophore in
polaren Losungsmitteln am grof3ten ist, wird durch Interaktionen des Fluorophors mit Molekiilen
in seiner direkten Umgebung verursacht. Der Indolring des Tryptophans ist ein solches
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I6sungsmittelempfindliches Fluorophor und das Emissionsspektrum von der Seitenkette eines
Tryptophans, welches sich exponiert an der Oberflache eines Proteins befindet ist gegenliber
einer solchen im Inneren eines Proteins zu groReren Wellenlangen verschoben. Neben dem
Tryptophan, das ein Absorptionsmaximum bei 280 nm und eine Quantenausbeute von ® = 0,13
+ 0,01 (gemessen in Wasser) besitzt, zeigen auch zwei weitere aromatische Aminosauren, das
Tyrosin und das Phenylalanin eine Fluoreszenzemission bei der Anregung mit UV-Licht. Wahrend
das Absorptionsmaximum fiir das Tyrosin bei 275 nm und die Quantenausbeute einen Wert von
® =0,14 + 0,01 (gemessen in Wasser) erreicht, liegt die Ausbeute mit @ = 0,024 (gemessen in
Wasser) fiir das Phenylalanin (Absorptionsmaximum bei 260 nm) deutlich niedriger [86].

In nativen Proteinen wird die Fluoreszenzemission von Tyrosin hadufig durch Quenching aufgrund
von Interaktionen mit der Peptidkette und Wasserstoffbriickenbindungen oder durch
Energietransfer zum Tryptophan unterdriickt. Die Emission ausgehend vom Phenylalanin in
Proteinen kann dagegen nur beobachtet werden, wenn dieses weder Tyrosine noch
Tryptophane enthalt, was allerdings nur sehr selten vorkommt [86]. Gleichzeitig besitzt das
Tryptophan mit g, = 6000 L/mol-cm gegenliber dem Tyrosin mit €, = 1500 L/mol-cm und dem
Phenylalanin mit g5 = 200 L/mol-cm den groRten Absorptionskoeffizienten [36]. Da das
Tryptophan von den drei aromatischen Aminosaduren bei den groBten Wellenlangen absorbiert
und die Emissionsspektren des Phenylalanins (Emissionsmaximum in Wasser bei 282 nm) und
des Tyrosins (Emissionsmaximum in Wasser bei 303 nm) mit dem Absorptionsspektrum des
Tryptophans Uberlappen, kommt es neben dem Energietransfer vom Tyrosin auch haufig zu
einem solchen vom Phenylalanin zum Tryptophan oder aber vom Tyrosin zum Phenylalanin zum
Tryptophan [86]. Grundsatzlich sind, aufgrund des breiten Absorptionsspektrums des
Tryptophans, Anregungswellenlangen zwischen 210 nm und 325 nm gut geeignet fir die native
induzierte Fluoreszenzdetektion von Proteinen [58].

Fir die Fluoreszenzdetektion von Proteinen und besonders fiir Untersuchungen in der
Molekulargenetik ist ein Protein, das griin fluoreszierendes Protein (GFP, engl. ,green
fluorescent protein”“) genannt wird, von herausragender Bedeutung. Das GFP, welches aus der
Qualle Aequorea victoria stammt, ist zuerst von Shimomura et al. im Jahr 1961 beschrieben
worden [87]. Dieses Protein zeigt bei der Anregung mit blauem oder ultraviolettem Licht eine
grine Fluoreszenzemission [88]. Fiir seine Entdeckung ist Osamu Shimomura im Jahr 2008
zusammen mit Martin Chalfie und Roger Y. Tsien mit dem Chemie-Nobelpreis ausgezeichnet
worden. Martin Chalfie ist es im 1994 zum ersten Mal gelungen das GFP auRerhalb der Qualle
Aequorea victoria zu exprimieren, wodurch das Protein dann auch als genetischer Marker
eingesetzt werden konnte. Roger Y. Tsien hat spater durch Modifikationen des urspriinglichen
GFP Varianten mit anderen Fluoreszenzspektren entwickelt, die eine blduliche (CFP, cyan
fluoreszierendes  Protein) oder gelbliche (YFP, gelb fluoreszierendes Protein)
Fluoreszenzemission zeigen, so daB unterschiedliche Zellbestandteile getrennt beobachtet
werden konnen [89]. Das GFP ist ein kleines Protein, das aus 238 Aminosduren (Masse = 26,9
kDa) besteht. Die chromophore Gruppe wird nach korrekter Faltung des Proteins aus den
Seitenketten von drei benachbarten Aminosduren (Serin 65, Tyrosin 66, Glycin 67) gebildet.
Dieser Rest, ein p-Hydroxybenzyliden-Imidazolinon, besitzt zwei intensive Absorptionsbanden
mit Maxima bei 396 nm und 475 nm. Die Anregung der Banden wird dabei vom
Protonierungsgleichgewicht bestimmt. Wahrend die Bande bei 396 nm von der protonierten
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Form stammt, stammt die Bande bei 475 nm von der deprotonierten Form. Untersuchungen
Gber die Photophysik dieses Proteins haben ergeben, dalR nach der Anregung bei 396 nm die
Emission eigentlich bei 459 nm sichtbar sein sollte. Dagegen wird die Emission jedoch bei 508
nm, unabhdngig von der Anregung, beobachtet. Dies begriindet sich darin, dass die
photochemische Anregung des Chromophors bei der kurzwelligeren Absorptionsbande zur
Deprotonierung und damit zur Verschiebung des Gleichgewichts zu dieser Form fihrt, so daR es
ausschlieBlich bei der deprotonierten Form zur Emission kommt. Die recht hohe Ausbeute der
Fluoreszenz (® = 0,75 bis 0,85) und die Moglichkeit Giber Mutationen die Wechselwirkungen der
chromophoren Gruppe mit einzelnen Aminosduren zu betrachten, haben dazu gefiihrt, daf§ das
GFP ein beliebtes Untersuchungsobjekt fiir Photophysiker und Photochemiker geworden ist.
Zudem kann dieses autofluoreszierende Protein auch leicht in Zellen und Organellen
nachgewiesen werden, so dald es vielfach als Sonde zur Studie von komplexen Expressions- und
Assemblierungsprozessen in der Biologie eingesetzt wird. Insbesondere, da sich der Einsatz von
Reportergenen auf der Basis von GFP auch fir die in vivo Analyse eignet [36].

Neben der Moglichkeit Proteine Uiber die intrinsische Fluoreszenz zu detektieren, kdnnen diese
auch mit Fluorophoren markiert und somit eine extrinsische Fluoreszenz genutzt werden. Fir
den Einbau von fluoreszierenden Gruppen in Proteine gibt es je nach Zweck chemische
Modifikationen, die unterschiedlichen Anforderungen geniigen. Am beliebtesten ist die Nutzung
von Amino- oder SH-Gruppen. Dabei werden haufig Succinimidylester oder Isothiocyanate
verwendet, um eine fluoreszierende Gruppe an Aminogruppen zu heften. Die Mehrheit der
Fluoreszenzmarkierungen fiihrt zu Derivaten des Fluoresceins und des Rhodamins. Fiir die
Herstellung von fluoreszierenden Antikorpern werden z.B. Fluoresceinisothiocyanat (FITC) und
Tetramethylrhodaminisothiocyanat am haufigsten verwendet [36]. Das Fluorescein gehort zu
der Gruppe der Xanthenfarbstoffe und besitzt ein Absorptionsmaximum bei 485 nm. Das
Emissionsmaximum liegt bei 514 nm und dhnelt damit dem des GFP, so dal8 in der Praxis oft die
gleichen optischen Filter verwendet werden kénnen. Zudem besitzt das Fluorescein mit g, =
93000 L/mol-cm einen hohen molaren Absorptionskoeffizienten. Die Quantenausbeute ist mit
® =0,95 + 0,03 (gemessen in 100 mM NaOH) sogar noch groRer als beim GFP [86,90].

2.5 ZELLEN

Es wird geschatzt, dal es heute mehr als 107, moglicherweise 10®, verschiedene Arten auf der
Erde gibt. Jede Art ist unterschiedlich und jede Art vermehrt sich, um Nachkommen zu erzeugen,
die zu der gleichen Art gehdren. Dabei geben die Vorganger Informationen weiter, die
auBergewodhnlich detailliert beschreiben, welche Eigenschaften die Nachkommen haben sollen.
Diese Vererbung ist ein wesentlicher Teil der Definition des Lebens. Diese Vererbung
unterscheidet Lebewesen von anderen Prozessen, wie dem Kristallwachstum, dem Abbrennen
einer Kerze oder der Bildung von Wellen auf dem Wasser. Wie die Flamme einer Kerze muss ein
lebender Organismus freie Energie verbrauchen, um seine Organisation zu erschaffen und zu
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erhalten. Jedoch wird mit der freien Energie ein sehr komplexes System von chemischen
Prozessen unterhalten, die von der vererbten Information bestimmt sind. Die meisten lebenden
Organismen bestehen aus nur einer Zelle. Andere, wie auch wir Menschen, bestehen aus sehr
vielen Zellen, unter welchen Gruppen von Zellen ihre spezialisierte Funktion ausflihren und Gber
aufwendige Kommunikationswege verbunden sind. Aber in jedem Fall, egal ob wir ein einzelnes
Bakterium betrachten oder das Aggregat aus mehr als 10* Zellen, das den menschlichen Kérper
bildet, der ganze Organismus ist durch Zellteilungen aus einer einzelnen Zelle entstanden. Daher
ist diese einzelne Zelle der Trager der Erbinformation, die die Art definiert. Und bestimmt durch
diese Erbinformation beinhaltet die Zelle alles was nétig ist, um Rohstoffe aus der Umgebung zu
sammeln und damit eine neue Zelle mit einer Kopie dieser Erbinformation zu bilden [91].

2.5.1 SF9 INSEKTENZELLEN

Bei den Sf9 Zellen handelt es sich um eine eukaryotische Zelllinie mit runden, adhéarent
wachsenden Zellen mit einer Verdopplungszeit von etwa 26 h bis 30 h, die ehemals von Vaughn
et al. als IPLB-Sf-21 aus dem Ovargewebe des Puppenstadiums des Nachtfalters Spodoptera
frugiperda (engl. Trivialname ,fall armyworm®), der unter den Insekten (Insecta) innerhalb der
Uberordnung der Neufliigler (Neoptera) zu der Ordnung der Schmetterlinge (Lepidoptera) und
zu der Familie der Eulenfalter (Noctuidae) gehort, isoliert worden sind [92]. Aus einem Klon von
der Zelllinie IPLB-Sf-21 ist von Summers spater die Sf9-Zelllinie erstellt und fir die Expression von
rekombinanten Proteinen mit einem Baculovirus Vektor verwendet worden [93]. Dabei bieten
die robusten und scherstressunempfindlichen Sf9 Zellen gegeniiber den in der Kultivierung
deutlich teureren Saugetierzellkulturen unter anderem die Vorteile, daR diese mit Baculovirus
Vektoren relativ leicht transfiziert und fiir die Expression von funktionalen eukaryotischen
Proteinen auch in grolerem Malistab genutzt werden kénnen [94]. Auch aufgrund der fast
identischen posttranslationalen Modifikationen wie bei Saugetierzellen sind die Sf9
Insektenzellen anderen Ublichen Produzenten fir rekombinante Proteine, wie Hefen und
Bakterien, liberlegen und werden dementsprechend auch fiir die Expression von rekombinanten
Glycoproteinen eingesetzt [95]. Dariber hinaus ist von Hollister et al. gezeigt worden, dal} durch
genetische Manipulationen der Sf9 Insektenzellen und einhergehender Anpassung des
Glycosylierungsapparates die Produktion von Proteinen mit komplexen Glycosylierungsmustern,
die denen von Saugetierzellen entsprechen, moglich ist [96].

Die Sf9 PKCy-GFP Zelllinie, die in dieser Arbeit fur die parallele UV/VIS-LIF Detektion verwendet
wird, ist von Herrn Dr. Nickels Jensen im Rahmen seiner Dissertation erstellt worden [97]. Dazu
ist ein Genkonstrukt, welches fiir eine C-terminale Fusion der Proteinkinase C (Subspezies y aus
der Ratte Rattus norvegicus) mit dem grin fluoreszierenden Protein (GFP aus der Qualle
Aequorea victoria) kodiert von Sakai et al. [98] verwendet worden. Das entsprechende Gen ist
aus dem Vektor pTB701-PKCy-GFP Uber die Restriktionsschnittstellen EcoR1 und Munl in den
Insektenzellexpressionsvektor plExA kloniert worden. Mit diesem sind dann die Sf9 Zellen durch
Lipofektion transfiziert worden. Fur die Erstellung einer Zelllinie, die stabil und mdglichst
homogen das Protein PKCy-GFP exprimiert, sind die Zellen mit dem Selektionsvektor plE1-neo
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kotransfiziert worden. AnschlieRend ist eine zweiwdchige Selektion mit dem Antibiotikum G418
erfolgt, die nach weiterer vierwochiger Kultivierung in einer Zelllinie resultierte, bei der 80 % der
Zellen eine deutliche und nahezu uniforme GFP Fluoreszenz im Zytoplasma ohne
Fehllokalisierungsmuster aufgrund von Uberexpression oder einer unvollstindigen Faltung des
Fusionsproteins aufwiesen [97]. Je ein Foto der Sf9 PKCy-GFP Zelllinie, bei der eine Zelle mit
einem Argon-lonen Laser (Ao, = 488) zur Fluoreszenz angeregt wird (a) und einer Sf9 Zellkultur,
die sich in der frilhen exponentiellen Wachstumsphase befindet (b), ist in der nachfolgenden

Abbildung 2 gezeigt.

Abbildung 2 a & b: (a) Foto einer Sf9 PKCy-GFP Zellkultur, bei der eine Zelle mit einem Argon-
lonen Laser (A, = 488, Laserleistung 2 mW, VergroRerung: 20-fach) zur GFP Fluoreszenz
angeregt wird. (b) Foto einer Sf9 Zellkultur in friiher exponentieller Wachstumsphase
(VergroRerung: 20-fach).

2.5.2 DAS BODENBAKTERIUM SINORHIZOBIUM MELILOTI

Taxonomisch befindet sich das Sinorhizobium meliloti in der Familie der Rhizobiaceae und der
Unterabteilung der a-Proteobakterien. In der Gruppe der Rhizobien werden die Bakterien
zusammengefasst, die in der Lage sind eine Symbiose mit Leguminosen einzugehen und
molekularen Stickstoff zu fixieren. Dazu gehoren die Genera Asorhizobium, Mesorhizobium,
Bradyrhizobium, Rhizobium und Sinorhizobium.

Es handelt sich dabei um streng aerobe, Gram-negative Stabchen, die im Boden leben und sich
chemoorganotroph erndhren. Sie sind im Allgemeinen subpolar oder peritrich begeifRelt. AuRer
der Fahigkeit zur endosymbiotischen Stickstofffixierung weisen die Rhizobien allerdings keine
groRen Verwandtschaftsgrade untereinander auf [99,100].

Innerhalb der Gruppe der Rhizobien variieren die Wirtsbereiche stark. Jedoch besitzt jede
Rhizobien-Spezies ein spezifisches Wirtsspektrum. Sinorhizobium meliloti geht mit den drei
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Leguminosen-Gattungen Medicago, Melilotus und Trigonella Symbiosen ein [101] und besitzt
eine typische Lange, die etwa von 0,5 um bis 3 um variieren kann.

In einer Symbiose wandeln die Bakterien in einer komplexen Reaktion atmosphérischen
Stickstoff (N,) zu Ammonium (NH,") um, welches fiir die Pflanze als verwertbare Stickstoffquelle
zur Verfligung steht. Die Pflanze wiederum versorgt die Bakterien mit Kohlenstoffverbindungen,
meist in Form von Dicarboxylaten, wie z.B. Succinat, Malat und Fumarat, die in den bakteriellen
Stoffwechsel einfliefen [102-104].

Bei Stickstoffmangel besitzen die Leguminosen somit einen entscheidenden Wachstumsvorteil
gegenlber Pflanzen, die nicht zur endosymbiotischen Stickstofffixierung in der Lage sind. Die
entscheidende 6kologische und 6konomische Bedeutung dieser Symbiose wird deutlich, wenn
man bedenkt, dass eine Leguminose aufgrund der symbiotischen Stickstofffixierung in der Lage
ist, pro Jahr und Hektar 250 kg Stickstoff fixieren [105]. Nach einer spezifischen Erkennung von
Seiten des Bakteriums und der pflanzlichen Wirtszelle, wandert S. meliloti in die eigens fir die
Symbiose gebildeten Wurzelknéllchen, wo es endosymbiotisch in einem organellendhnlichen
Stadium als Bakteroid zu der Stickstofffixierung in der Lage ist [106].

Zudem ist das nichtpathogene Sinorhizobium meliloti eng mit wichtigen pathogenen Bakterien
fiir Pflanzen, Tiere und Menschen der Gattungen Brucella, Burkholderia und Ralstonia verwandt
[107]. Somit wird ein Transfer von Erkenntnissen zu diesen medizinisch relevanten Bakterien
moglich.

Letztlich ist das Sinorhizobium meliloti eines der am meisten untersuchten Rhizobien, dessen
Genom bereits friih sequenziert und im Jahr 2001 veroffentlicht worden ist [108]. Daher sind
viele Laborroutinen im Umgang mit diesem Bakterium etabliert worden und es existiert eine
Vielzahl von Mutanten, die der Forschung zur Verfligung stehen.
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3 EXPERIMENTELLER AUFBAU

3.1 UV/VIS-LIF DETEKTION

Der Aufbau fur die Laser induzierte Fluoreszenzdetektion (LIF Detektion) ist schematisch in der
nachfolgenden Abbildung 3 dargestellt und basiert auf dem invertierten Mikroskop Axiovert 100
(zeiss, Jena, Deutschland).

Fir die empfindliche UV-LIF Detektion wird fiir die Anregung ein frequenzvervierfachter Nd:YAG
Laser (Aex = 266 nm, 5 mW, Nanolase, Grenoble, Frankreich) verwendet, der lber zwei Spiegel
(New Focus, Jan Jose, Kalifornien, USA) in den rickwartigen Port des Mikroskops eingestrahlt
wird. Optional werden Graufilter (AHF Analysetechnik, Tubingen, Deutschland) als
Anregungsfilter im Filterwirfel verwendet, die mit 3 % oder 10 % Transmission die eingestrahlte
Laserleistung entsprechend reduzieren. AnschlieBend wird der Laserstrahl an einem
dichroitischen Spiegel (HR266 HT300, Laseroptik, Garbsen, Deutschland) reflektiert und durch
ein UV-Objektiv (40-fach, Optics for Research, Verona, New lJersey, USA) fur die
Fluoreszenzanregung in den Mikrofluidikkanal fokussiert. Dabei wird der Mikrofluidik-Chip mit
einer motorisierten XY-Stage (Marzhduser, Wetzlar-Steindorf, Deutschland), die auf dem
Mikroskop montiert worden ist, so positioniert, daR die Anregung und die Detektion am
gewlinschten Punkt im Trennkanal des Mikrofluidik-Chips (i.d.R. einige mm hinter dem Kreuz)
stattfindet. Die Hohe des Fokuspunktes in Z-Richtung wird dabei durch den Trieb am Mikroskop
eingestellt. Das emittierte Fluoreszenzlicht wird von dem UV-Objektiv eingesammelt und kann
nun, insoweit die Wellenldangen > 300 nm sind, den Dichroit passieren um anschlieBend durch
den Emissionsfilter (360/50, AHF Analysetechnik, Tibingen, Deutschland) nochmals spektral
gefiltert zu werden. AnschlieRend wird das Licht durch eine Tubuslinse aus Quarzglas (Zeiss,
Jena, Deutschland) auf den Detektor fokussiert. Als Detektor wird ein kommerzieller, auch fir
den UV-Bereich geeigneter, Photomultiplier (H6240, Hamamatsu, Shimokanzo, Japan)
verwendet, der von einer externen Spannungsquelle mit 5 V versorgt wird. Dabei befindet sich
vor dem Detektor noch ein Pinhole mit dem zusammen er Uber einen Adapter, der mit
Mikrometerstellschrauben eine Feinjustierung in XY-Richtung erlaubt, an dem unteren Port des
Mikroskops befestigt ist [109-111].

Flr die VIS-LIF Detektion wird entsprechend ein anderer Anregungsfilter (BP450-490, Zeiss, Jena,
Deutschland), Dichroit (FT510, Zeiss, Jena, Deutschland) und Emissionsfilter (LP520, Zeiss, Jena,
Deutschland) in dem Filterwirfel des Mikroskops, wie auch ein LD Achroplan Korr. Objektiv (20-
fach, Zeiss, Jena, Deutschland) statt des UV-Objektivs verwendet. AuBerdem wird anstelle des
frequenzvervierfachten Nd:YAG Lasers (Aex = 266 Nm) ein Argon-lonen (Ar’) Laser (161C-010, Ao
= 488 nm, 25 mW (Leistung frei einstellbar), Spectra Physics, Darmstadt, Deutschland) fiir die
Anregung verwendet, indem dessen emittiertes Licht iber einen weiteren Spiegel (New Focus,
Jan Jose, Kalifornien, USA) in den riickwartigen Port des Mikroskops gelenkt wird.
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Alternativ kann der Aufbau auch modifiziert werden, indem der PMT (H6240, Hamamatsu,
Shimokanzo, Japan) als Detektor an einem UV/VIS Spektrometer (Triax 190, Horiba Jobin Yvon,
Edison, New Jersey, USA) befestigt und das Fluoreszenzlicht mit einem Spiegel (New Focus, San
Jose, Kalifornien, USA) unter dem Mikroskop umgelenkt wird. Somit verlduft der Strahlengang
fir das emittierte Fluoreszenzlicht durch das UV/VIS Spektrometer, wo es durch Beugungsgitter
spektral aufgeldst wird und zeitlich versetzt auf den Detektor trifft. Fiir die Aufnahme breiterer
Spektren wird dazu der, fiir LIF Detektion, verwendete Emissionsfilter entfernt. Der gesamte
Aufbau befindet sich auf einem passiv gedampften Tisch (Newport Research Corporation,
Fountain Valley, Kalifornien, USA), der diesen bis hin zu der Halterung fiir die Mikrofluidik-Chips
in der Waagerechten halt.

Fiir die Auswertung wird das vom PMT erzeugte TTL-Signal mit einem PC und dem Programm
LabVIEW (National Instruments, Austin, Texas, USA) in einem einstellbaren Zeitfenster
aufgezeichnet (i.d.R. ein Intervall von 100 ms, auRer unter 5.5 Nachweisgrenze, wird ein Intervall
von 200 ms verwendet) und in einer Textdatei gespeichert. Die Textdateien werden nach den
Messungen mit dem Programm Origin (OriginLab, Northampton, Massachusetts, USA), mit dem
dann auch die Elektropherogramme erstellt werden, gedffnet.

i@?g o ~ Mikrofluidik-Chip
: auf XY-Stage

Objektiv CCD-Kamera
Okular

. Anregungs- ' @
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Abbildung 3: Schematische Darstellung des Aufbaus fir die Laser induzierte Fluoreszenz- (LIF)
Detektion in Mikrofluidikkanalsystemen realisiert auf einem invertierten Mikroskop (Axiovert
100, Zeiss, Jena, Deutschland). Fiir die Anregung und Detektion im UV- oder VIS-Bereich werden
entsprechend verschiedene Anregungs- und Emissionsfilter, wie ein anderer Dichroit verwendet.
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Das emittierte Fluoreszenzlicht aus dem Mikrofluidik-Chip wird mit einem Photomultiplier
(H6240, Hamamatsu, Shimokanzo, Japan) detektiert.

Fir die elektrophoretische Trennung und den Transport von Biomolekilen (in dieser Arbeit
meist Proteine oder die Aminosdure Tryptophan) entweder aufgrund ihrer Ladung oder unter
Ausnutzung des Elektroosmotischen Flusses (EOF) in den Mikrofluidikkanalen werden bis zu 4
Reservoire der Mikrofluidik-Chips durch das Einhdangen von Platinelektroden elektrisch
kontaktiert. Die notwendige Potentialdifferenz wird durch vier Hochspannungsnetzgerate, ein
HCN 14 (0—12500V, 0 — 1 mA, F.u.G., Rosenheim, Deutschland) und drei HCN 7E (0 — 12500 V, 0
— 500 pA, F.u.G., Rosenheim, Deutschland), erzeugt. Die Netzgerate werden mit einer von der
Elektronikwerkstatt der Fakultat fur Physik (Universitat Bielefeld, Deutschland) angefertigten
Schaltung mit den Relais 3392 5282 6 (Switch Technology GUNTHER, Niirnberg, Deutschland)
geschaltet, welche neben der Spannungsversorgung auch die Erdung und das Freistellen (d.h.
keine elektronische Kontaktierung) der Elektroden erlaubt. Die Regelung der
Spannungsversorgung erfolgt mit dem gleichen LabVIEW (National Instruments, Austin, Texas,
USA) Programm, mit dem auch die Daten aus der UV-LIF Detektion aufgezeichnet werden. Die
verwendeten Trennspannungen sind jeweils bei den in dieser Arbeit gezeigten
Elektropherogrammen angegeben. In der nachfolgenden Abbildung 4 sind Photos von der
rechten und von der linken Seite des Aufbaus fir die UV/VIS-LIF Detektion gezeigt.
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Abbildung 4 a & b: Photos der linken und der rechten Seite des Aufbaus fir die UV/VIS-LIF
Detektion, der schematisch in der Abbildung 3 dargestellt ist (detaillierte Beschreibung s. 3.1
Text). Auf dem invertierten Mikroskop (Axiovert 100) befindet sich eine XY-Stage, worauf ein
Mikrofluidik-Chip, welcher dann mit Platinelektroden kontaktiert wird, befestigt werden kann.

(a) Am linken Bildrand ist der frequenzvervierfachter Nd:YAG Laser (Aex = 266 nm) mit den
Spiegeln fir die Einkopplung tGber den rickwartigen Port sichtbar. Vorne in der Mitte steht das
UV/VIS Spektrometer (ohne PMT). Im Hintergrund sind die Hochspannungsnetzgerite und der
Computer fur die Steuerung und Datenerfassung zu sehen. (b) Der PMT ist am unteren Port des
Mikroskops befestigt und hier nicht sichtbar, da der Strahlengang fiir Messungen mit dem
UV/VIS Spektrometer zum Schutz vor Streulicht aus der Umgebung mit schwarzem Samt
verkleidet ist.

3.2 UV/VIS-LIF PARALLELE DETEKTION

Der Aufbau fir die UV/VIS-LIF Detektion (s. 3.1) ist modifiziert worden um die gleichzeitige
Anregung bei zwei verschiedenen Wellenldngen (266 nm und 488 nm) mit gleichzeitiger
Detektion im UV- und VIS-Bereich zu ermdglichen, um somit bei der Trennung von Proteinen aus
einzelnen Zellen die Peaks bei der nativen UV-LIF Detektion einzelnen mit Fluoreszenzproteinen
gekoppelten Proteinen, die mit VIS-LIF detektiert werden, zuordnen zu kdnnen. Der Aufbau fir
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die parallele Laser induzierte Fluoreszenzdetektion (LIF Detektion) ist schematisch in der
nachfolgenden Abbildung 5 dargestellt und basiert wie zuvor auf dem invertierten Mikroskop
Axiovert 100 (Zeiss, Jena, Deutschland).

Fir die empfindliche UV-LIF Detektion wird fiir die Anregung ein frequenzvervierfachter Nd:YAG
Laser (Aex = 266 nm, 5 mW, Nanolase, Grenoble, Frankreich) verwendet, der lGber zwei Spiegel
(New Focus, Jan Jose, Kalifornien, USA) in den rickwaértigen Port des Mikroskops eingestrahlt
wird. Fir die stufenlose Reduktion der Laserleistung sind die Graufilter (AHF Analysetechnik,
Tubingen, Deutschland) durch den runden Gradientengraufilter LCVRQ-75 (nD = 0 bis 3, Laser
Components, Olching, Deutschland) aus Quarzglas ersetzt worden. Dieser befindet sich nicht
mehr im Filterwirfel des Mikroskops, sondern ist direkt in den Strahlengang des Lasers auf dem
passiv gedampften Tisch (Newport Research Corporation, Fountain Valley, Kalifornien, USA), auf
dem sich der Aufbau befindet, montiert worden und kann sowohl manuell, als auch mit einem
Schrittmotor (Pd1-110-42-232, TRINAMIC, Hamburg, Deutschland betrieben werden.
Anschliefend wird der Laserstrahl an einem dichroitischen Spiegel (HR266 HT300, Laseroptik,
Garbsen, Deutschland) reflektiert und durch das UV-Objektiv (40-fach, Optics for Research,
Verona, New Jersey, USA) fiir die Fluoreszenzanregung in den Mikrofluidikkanal fokussiert. Dabei
wird der Mikrofluidik-Chip mit der motorisierten XY-Stage (Marzhauser, Wetzlar-Steindorf,
Deutschland), die auf dem Mikroskop montiert worden ist, so positioniert, daf® die Anregung und
die Detektion am gewiinschten Punkt im Trennkanal des Mikrofluidik-Chips (i.d.R. einige mm
hinter dem Kreuz) stattfindet. Die Hohe des Fokuspunktes in Z-Richtung wird dabei durch den
Trieb am Mikroskop eingestellt. Das emittierte Fluoreszenzlicht wird von dem UV-Objektiv
eingesammelt und kann nun, insoweit die Wellenlangen > 300 nm sind, den Dichroit passieren,
um dann nach Verlassen des Mikroskops durch den unteren Port von einem weiteren Spiegel
(New Focus, Jan Jose, Kalifornien, USA) umgelenkt zu werden. Zuvor wird der Strahl, der durch
die Tubuslinse aus Quarzglas (Zeiss, Jena, Deutschland) fokussiert worden ist durch eine weitere
Quarzglaslinse (Zeiss, Jena, Deutschland) wieder parallel ausgerichtet. AuBerhalb des Mikroskops
trifft das Licht dann auf einen zweiten Dichroit (475 DCX RUV, AHF Analysetechnik, Tibingen,
Deutschland) und die Wellenlangen < 475 nm werden in Richtung des UV-Detektors reflektiert
wahrend Wellenldangen > 475 nm transmittiert werden. Nachdem die kleineren Wellenldngen
durch eine weitere Linse aus Quarzglas (G063342000, Linos, Gottingen, Deutschland) auf den
Detektor (Photomultiplier H6240, Hamamatsu, Shimokanzo, Japan) fokussiert werden, werden
diese nochmals durch den Emissionsfilter (360/50, AHF Analysetechnik, Tibingen, Deutschland)
spektral gefiltert und das Detektionsvolumen durch ein Pinhole (1000 um) in XYZ-Richtung fir
die Anpassung die Mikrofluidikkanalgeometrie eingegrenzt, bevor das Licht auf den Detektor
trifft.

Fiur die gleichzeitige VIS-LIF Detektion wird ein Argon-lonen (Ar’) Laser (161C-010, L., = 488 nm,
25 mW (Leistung frei einstellbar), Spectra Physics, Darmstadt, Deutschland) flir die Anregung
verwendet. Dieser wird Uber drei Spiegel (New Focus, Jan Jose, Kalifornien, USA) und einen
dritten Dichroit (HC Strahlenteiler BS 510, AHF Analysetechnik, Tiibingen, Deutschland) in den
Strahlengang eingekoppelt auf dem das emittierte Fluoreszenzlicht in entgegengesetzter
Richtung verlduft (s. Abbildung 5). Der Strahl wird durch den zweiten Dichroit (475 DCX RUV,
AHF Analysetechnik, Tubingen, Deutschland) transmittiert, tritt durch den unteren Port in das
Mikroskop (Axiovert 100, Zeiss, Jena, Deutschland), passiert auch den ersten Dichroit (HR266
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HT300, Laseroptik, Garbsen, Deutschland) und wird vom gleichen Objektiv (40-fach, Optics for
Research, Verona, New Jersey, USA) wie der UV-Laser (Ao, = 266 nm, 5 mW, Nanolase, Grenoble,
Frankreich) in den Mikrofluidikkanal auf dem Mikroskop fokussiert. Das emittierte
Fluoreszenzlicht nimmt den zuvor beschriebenen Verlauf, nur daR fur die VIS-LIF Detektion die
Wellenldngen > 475 nm durch dem zweiten Dichroit treten und davon der Anteil mit
Wellenldangen > 510 nm auch durch den dritten Dichroit transmittiert werden. Anschliefend wird
das Licht durch eine Linse (G063144000, Linos, Gottingen, Deutschland), hinter der es durch
einen Emissionsfilter (LP520, Zeiss, Jena, Deutschland) nochmals gefiltert wird. auf die
Detektionsflaiche einer Avalanche-Photodiode (APD; SPCM-AQRH, Perkin Elmer, Boston,
Massachusetts, USA) fokussiert. Beide Detektoren, der PMT fiir den UV-Bereich und die APD fir
den VIS-Bereich, sind jeweils lber einen Adapter, der mit Mikrometerstellschrauben eine
Feinjustierung in XY-Richtung erlaubt, befestigt.

Fir die Auswertung werden die von den Detektoren erzeugten TTL-Signale von einem digitalen
Signalprozessor (DSP, Adwin Gold Il, Jager, Lorsch, Deutschland) verarbeitet, der diese je fiir ein
Zeitintervall von 1 ms sammelt und in einem eigenen Speicher ablegt, der dann in groReren
Datenpaketen an einen PC und an das Programm LabVIEW (National Instruments, Austin, Texas,
USA) Ubergeben wird. Im Anschluss an die Messungen werden die Daten dann in einer Textdatei
gespeichert und spater mit dem Programm Origin (OriginLab, Northampton, Massachusetts,
USA) verarbeitet mit dem auch die Elektropherogramme erstellt werden. Dazu werden die
gemessenen Intensitdten mit der Zeitauflosung von 1 ms soweit nicht anders angegeben jeweils
zu Intervallen von 100 ms aufaddiert. Zuvor ist anstelle der APD noch ein weniger empfindlicher
Photomultiplier (PMT; H5784-04, Hamamatsu, Shimokanzo, Japan) fur die VIS-LIF Detektion und
zudem kein DSP fiir die parallele Detektion verwendet worden. Die Signale sind dabei in einem
Zeitraum von 100 ms fiir jeden Detektor von dem Programm LabVIEW erfasst worden, was sich
aufgrund der sequentiellen Verarbeitung negativ auswirkte und zusammen mit der
Programmlaufzeit zu einer gesamten zeitlichen Auflésung von nur =350 ms gefiihrt hat.

Fir die Eliminierung von Streulicht aus der Umgebung ist der gesamte Aufbau fir die LIF
Detektion ohne den Computer und die Spannungsversorgung durch einen Verdunklungskasten
aus schwarzen Leichtschaumstoffplatten mit Oberflaichen aus Zellstoffkarton und
Polyurethanschaumkern (KAPA graph, Dicke = 5 mm, 3A Composites, Singen, Deutschland;
ehemals Alcan Composites) mit der gleichen Grundfliche wie der passiv geddampfte Tisch
(Newport Research Corporation, Fountain Valley, Kalifornien, USA) und einer Héhe von 1,2 m
von der Umgebung im Labor abgetrennt worden. (Der dazu notwendige Stahlrohrrahmen, wie
Scharniere und Riegel fiir die zwei Tiiren in dem Verdunklungskasten sind in der mechanischen
Werkstatt der Fakultat fur Physik (Universitat Bielefeld, Deutschland) angefertigt worden.)
Zusatzlich sind die Detektoren und der Strahlengang flir emittiertes Fluoreszenzlicht auRerhalb
des Mikroskops so weit wie moglich durch einen kleineren Verdunklungskasten aus den gleichen
Leichtschaumstoffplatten von dem restlichen Aufbau abgetrennt worden, um Streulicht der
Laser zu eliminieren. Fiir den Argon-lonen (Ar) Laser (161C-010, A, = 488 nm, 25 mW (Leistung
frei einstellbar), Spectra Physics, Darmstadt, Deutschland) ist zudem mit den schwarzen
Leichtschaumstoffplatten und einem Kunststoffrohr ein optisch abgeschirmter Kanal fiir externe
Zu- und Abluft zur Kihlung geschaffen worden, so daR die Temperatur innerhalb des groRRen
Verdunklungskastens konstant bleibt.
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Abbildung 5: Schematische Darstellung des Aufbaus fiir die parallele Laser induzierte
Fluoreszenz- (LIF) Detektion in Mikrofluidikkanalsystemen realisiert auf einem invertierten
Mikroskop (Axiovert 100, Zeiss, Jena, Deutschland). Fir die gleichzeitige Anregung bei zwei
verschiedenen Wellenldangen (266 nm und 488 nm), wie gleichzeitiger Detektion im UV- und VIS-
Bereich werden entsprechend verschiedene Anregungs- und Emissionsfilter, wie drei
verschiedene Dichroite verwendet. Das emittierte Fluoreszenzlicht aus dem Mikrofluidik-Chip
wird mit einem Photomultiplier (UV-Bereich) und einer Avalanche-Photodiode (APD, VIS-
Bereich) detektiert.
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Die Regelung und Spannungsversorgung, wie die elektrische Kontaktierung der Reservoire der
Mikrofluidik-Chips fir die elektrophoretische Trennung und den Transport von Biomolekdlen in
den Mikrofluidikkanalen erfolgt weiterhin, wie unter 3.1 (UV/VIS-LIF Detektion) beschrieben. In
der nachfolgenden Abbildung 6 sind Photos von der Vorder- (a & c) und von der Riickseite (b &
d) des Aufbaus fur die parallele UV/VIS-LIF Detektion, der sich zum Teil in einer groRen
Verdunklungsbox befindet, gezeigt.

Abbildung 6 a-d: Photos der Vorder- (a & c) und der Riickseite (b & d) des Aufbaus fiir die
parallele UV/VIS-LIF Detektion, der schematisch in der Abbildung 5 dargestellt ist (detaillierte
Beschreibung s. 3.2 Text). Auf dem invertierten Mikroskop (Axiovert 100) befindet sich eine XY-
Stage, worauf ein Mikrofluidik-Chip, welcher dann mit Platinelektroden kontaktiert wird,
befestigt werden kann. Das Mikroskop, die Laser fiir die Anregung und die Detektoren befinden
sich zum Schutz vor Licht aus der Umgebung in einem groRen, 1,2 m hohen Verdunklungskasten

aus Leichtschaumstoffplatten. Ein weiterer kleinerer Verdunklungskasten aus den gleichen
Leichtschaumstoffplatten schiitzt die Detektoren vor Streulicht von den Lasern. Der Argon-lonen
(Ar’) Laser (Aey = 488) ist zur Kiihlung zusatzlich mit einem lichtgeschiitzten Kanal fiir externe Zu-
und Abluft ausgestattet und wird Uiber Spiegel und einen Dichroit in den Strahlengang neben
dem Mikroskop eingekoppelt, wahrend der frequenzvervierfachte Nd:YAG Laser (Ae = 266 nm)
Uber den rickwartigen Port eingestrahlt wird. Die Spannungsversorgung, der digitale
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Signalprozessor und ein Computer fir die Datenerfassung und Steuerung befinden sich
auBerhalb von dem Verdunklungskasten.

3.3 FLUORESZENZMIKROSKOP

Fir die zeitaufgeloste Hellfeld- und Fluoreszenzmikroskopie ist ein handelsiibliches invertiertes
Mikroskop (Axiovert 200, Zeiss, Jena, Deutschland) verwendet worden. Dieses ist neben dem
Auflicht zusatzlich mit einer motorisierten Stage (Ludl), einer Quecksilberdampflampe (HBO 100
Zeiss, Jena, Deutschland), einem 100x Olimmersionsobjektiv (Plan Neofluar, NA 1,3, Zeiss, Jena,
Deutschland) und einer empfindlichen CCD Kamera (Imager 3LS, LaVision, Gottingen,
Deutschland; identisch mit der Sensicam von PCO) mit entsprechender Grabber Karte
ausgeristet (s. Abbildung 7). Fir die Aufnahmen sind ein Graufilter (30 % Transmission) im
Anregungslichtweg und zwei verschiedene Fluoreszenzfiltersitze (Fs 44, Fs 20, Zeiss, Jena,
Deutschland), fiir die Beobachtung von eGFP- und mCherry- Fusionsproteinen, verwendet
worden. Fir die Bilderfassung ist das Programm DaVis 6.2, bei maximaler Auflosung des CCD-
Chips (1280 x 1024 Pixel mit einer Belichtungszeit von 500 ms fiir die Observation des DivK-eGFP
Fusionsproteins und 250 ms fiir das GcrA-eGFP Fusionsprotein, verwendet worden. Zudem ist
das Labor bereits vor Beginn der Beobachtungen, als auch wahrend dessen auf eine Temperatur
von 28 °C geheizt worden, um einerseits den thermischen Drift zu minimieren und auf der
anderen Seite um eine optimale Wachstumstemperatur fir die Bakterien (S. meliloti) zu
gewadhrleisten. Aufnahmen mit einer Infrarotkamera (ThermaCAM E320, FLIR Systems
Wilsonville, Oregon, USA) bestétigten Uberdies, dall die Temperatur von dem Mikrofluidik-Chip,
in welchem die Bakterienzellen beim wachsen beobachtet worden sind, auch der
Raumtemperatur entspricht [82].
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Abbildung 7: Photographie des invertierten Fluoreszenzmikroskops (Axiovert 200, Zeiss)
ausgeristet mit einer Quecksilberdampflampe (HBO 100, Zeiss) und einer motorisierten Stage
(Ludl).

Fir die zeitaufgeloste Fluoreszenzmikroskopie (TLFIl) ist von den im Wachstum befindlichen
Zellen etwa alle 30 min ein Hellfeld- und ein Fluoreszenzbild aufgenommen worden. Dabei ist
stets darauf geachtet worden, daR die lebenden Bakterienzellen dem Auflicht und dem
Fluoreszenzanregungslicht nicht langer als ndtig ausgesetzt sind. Zudem ist jede Stunde die
Flllhéhe der Flussigkeit in den Reservoiren liberprift worden. Bei Bedarf sind die Reservoire mit
MilliQ-H,0 wieder aufgefiillt worden, um die Salzkonzentration und den damit einhergehenden
osmotischen Druck ndherungsweise konstant zu halten. Fiir die Nachbearbeitung der Bilder und
die Datenanalyse ist das frei verfligbare Programm ImagelJ (1.410) verwendet worden. Dazu ist
die Fluoreszenzintensitat des exprimierten Fusionsproteins von jeder Zelle, die sich mindestens
zweimal geteilt hat und somit einen vollstandigen Zellzyklus durchlaufen haben muss,
ausgewertet worden. Fir das GcrA-eGFP ist jeweils die mittlere Fluoreszenzintensitat der
gesamten Zelle bestimmt worden. Diese ist auch bei den DivK-eGFP exprimierenden Zellen
bestimmt worden. Zudem ist bei dieser Mutante jede Zelle in vier gleichgroRe Sektionen (s.
Abbildung 38) eingeteilt worden und aus jeder Sektion die Intensitat des hellsten Pixels ermittelt
worden. Die Zellsynchronisierung erfolgte daraufhin a posteriori [76]. Dabei wird der Zeitpunkt
der ersten Zellteilung (bzw. des ersten Bildes nach der Zellteilung) als Zeitpunkt null gesetzt und
die Fluoreszenzintensitaten werden fiir mehrere Zellen zu jedem Zeitpunkt jeweils gemittelt. Flr
die Mutante mit dem GcrA-eGFP sind die gemessenen Intensitaten zu dem Zeitpunkt null auf
eins normiert worden. Bei der Mutante mit dem DivK-eGFP ist fiir jede der vier Sektionen die
Intensitat des hellsten Pixels dividiert durch die mittlere Fluoreszenzintensitat von der gesamten
Zelle bestimmt worden. Die Auftragung dieser Daten (s. 5.9 TLFI) erlaubt die Unterscheidung, ob
die Erhéhung der Fluoreszenzintensitat und die damit einhergehende erhéhte Konzentration des
untersuchten Proteins, lokalisiert innerhalb oder in der ganzen Bakterienzelle wahrend eines
vollstandigen Zellzyklus vorhanden ist.
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4 MATERIAL UND METHODEN

4.1 VERWENDETE CHEMIKALIEN

Fur alle Experimente mit UV/VIS-LIF Detektion sind die Losungen mit deionisiertem und durch
Ultrafiltration pyrogenfreiem Wasser aus einer Milli-Q biocel-Anlage (Millipore, Billerica,
Massachusetts, USA) angesetzt worden. Dieses ist fiir Losungen, die in Kontakt mit einer der
Zellkulturen kommen zusatzlich autoklaviert und ggf. steril filtriert (Filter mit PorengréRe = 0,2
um) worden. Die verwendeten Chemikalien (Feststoffe, Losungen, Labormaterialien) sind in der
nachfolgenden Tabelle 1 aufgelistet.

Deutschland)

Name Hersteller Bemerkung

Aceton Carl Roth (Karlsruhe, p.a.
Deutschland)

Ampicillin Carl Roth (Karlsruhe, Antibiotikum
Deutschland)

Antibiotikum: G418 Carl Roth (Karlsruhe, 50mg/mL

BacVector Insect Cell Medium

Novagen (Darmstadt,
Deutschland)

5(6)-Carboxyfluorescein-Diacetat-
Succinimidylester (CFDA-SE)

Life Technologies,
(Darmstadt, Deutschland)

(ehemals Invitrogen)

Catalase

Sigma-Aldrich (Minchen,
Deutschland)

2-(Cyclohexylamino)-
ethansulfonsaure (CHES)

Fluka (Dreisenhofen,
Deutschland)

a-Chymotrypsinogen A

Sigma-Aldrich (Minchen,
Deutschland)

Dimethylsulfoxid (DMSO)

Sigma-Aldrich (Minchen,
Deutschland)

Deckglaser und Objekttrager

Menzel (Braunschweig,
Deutschland)

n-Dodecyl-B-maltosid (DDM)

Sigma-Aldrich (Minchen,
Deutschland)

Deutschland)

Ethanol Carl Roth (Karlsruhe, p.a.
Deutschland)

Fluorescein Sigma-Aldrich (Minchen,
Deutschland)

Geneticindisulfat (G418) Carl Roth (Karlsruhe, Antibiotikum

Glutaraldehyd

Sigma-Aldrich (Minchen,
Deutschland)
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Name

Hersteller

Bemerkung

Isopropanol

Carl Roth (Karlsruhe,
Deutschland)

p.a.

Methylcellulose (MC)

Sigma-Aldrich (Minchen,
Deutschland)

Mikroklemmen

Conrad (Hirschau,
Deutschland)

di-Natriumhydrogenphosphat-
Dihydrat

Fluka (Dreisenhofen,
Deutschland)

Natriumhydroxid (NaOH)

Carl Roth (Karlsruhe,
Deutschland)

Ovalbumin (aus Hihnerei)

Sigma-Aldrich (Minchen,
Deutschland)

Parafilm

Pechiney Plastic
Packaging

bestellt bei VWR
(Langenfeld, Deutschland)

Paraformaldehyd

Sigma-Aldrich (Minchen,
Deutschland)

Phosphat gepufferte Salzlésung
(engl. ,phosphate buffered
saline”, PBS)

Fluka (Dreisenhofen,
Deutschland)

137 mM NacCl, 2,7 mM KCl
und 10 mM Phosphat, pH =
7,4 @ 25 °C

Phospholipase A2

Sigma-Aldrich (Minchen,
Deutschland)

Platindraht

VWR (Langenfeld,
Deutschland)

Durchmesser: 0,4mm

Pluronic F108

BASF (Ludwigshafen,
Deutschland)

groRzigigerweise kostenlos
gestellt

Polydimethylsiloxane (PDMS)

Dow Corning (Midland,
Michigan, USA)

Sylgard 184

Polyethylenimin (PEI)

Sigma-Aldrich (Miinchen,
Deutschland)

50% (w/v) in H,0 (M, =
60000, M,, = 750000)

Pullulan

Sigma-Aldrich (Miinchen,
Deutschland)

Schwefelsdure (H,S0,)

Carl Roth (Karlsruhe,
Deutschland)

Silizium-Wafer CrysTec (Berlin, 5 Zoll
Deutschland)
Streptomycin Carl Roth (Karlsruhe, Antibiotikum

Deutschland)

SU-8 (25) Photolack

MicroChem

bestellt bei Micro Resist
Technology (Berlin,
Deutschland)

SU-8 Entwickler: mr-Dev 600

Micro Resist Technology
(Berlin, Deutschland)

SU-8 GBL Verdiinner

MicroChem

bestellt bei Micro Resist
Technology (Berlin,
Deutschland)

Tridecafluor-1,1,2,2-tetra-
hydrooctyl-trichlorsilan (TDTS)

ABCR (Karlsruhe,
Deutschland)

Tris(hydroxymethyl)-
aminomethan (Tris)

Fluka (Dreisenhofen,
Deutschland)
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Name Hersteller Bemerkung
Tryptophan Sigma-Aldrich (Minchen,
Deutschland)
Wasserstoffperoxid (H,0,) Carl Roth (Karlsruhe, 30 % in H,0
Deutschland)

Tabelle 1: Liste der verwendeten Chemikalien (Feststoffe, Losungen, Labormaterialien).

Fir die Fixierldsung zur Praparation von Zellen fiir die Rasterelektronenmikroskopie und zur
Untersuchung der Oberflachenstrukturen bei Bakterien wird zuerst das Paraformaldehyd in
einem Wasserbad bei 60 °C fiir ca. 15 min zur Depolymerisation erhitzt, bevor es in PBS verdiinnt
wird. Anschliefend wird das Glutaraldehyd zugegeben und die Losung durch vortexen gemischt.

4.2 ZELLKULTIVIERUNG

4.2.1 SF9-ZELLKULTUR

Fur die Kultivierung der Sf9 Zellen (Novagen/Merck, Darmstadt, Deutschland) und der Sf9 PKCy-
GFP Zellen ([97]) werden T-25-Gewebekulturflaschen (50 mL, 25 cm?, mit Filter im Deckel,
Greiner Bio-One, Frickenhausen, Deutschland) mit einem Kulturvolumen von 5 mL mit einem
serumfreien BacVector Insect Cell Medium (Novagen/Merck, Darmstadt, Deutschland)
verwendet. Die Zellen werden in einem Brutschrank (Heracell 240, Heraeus/Thermo Scientific,
Deutschland) bei 90 % relativer Luftfeuchtigkeit und 27 °C ca. 3 bis 4 Tage bis zu einer nahezu
konfluenten ersten Lage (=2-10° Zellen/mL) inkubiert. AnschlieRend werden die Zellen entweder
mit einem neuen oder mit einem in 70 % Ethanol sterilisierten Zellschaber (Greiner Bio-One,
Frickenhausen, Deutschland) vorsichtig vom Boden der Gewebekulturflaschen abgeldst und %
des Kulturmediums mit sterilen Einwegpipetten (2 mL, 5 mL und 10 mL, Greiner Bio-One,
Frickenhausen, Deutschland) durch frisches, vorgewarmtes Medium ausgetauscht. Die
entnommenen % (=3,5 mL) des Kulturmediums werden entweder flir Experimente in kleinere
ReaktionsgefdaRe (1,5 mL, Eppendorf, Hamburg, Deutschland) aliquotiert, oder verworfen. Um
Kontaminationen zu verhindern, sind alle Arbeiten mit den Zellkulturen in einer
Sicherheitswerkbank (M18, Schulz Lufttechnik, Sprockhével, Deutschland), die zusatzlich vorher
und nachher mit 70 % Ethanol desinfiziert worden ist, durchgefiihrt worden. Alle zusatzlichen
Materialien, wie z.B. Pipettenspitzen, Pipetten, Deckgldaser und Objekttrager sind gleichfalls vor
Gebrauch durch Autoklavieren oder mit 70 % Ethanol sterilisiert worden. AuBerdem sind die
Insektenzellkulturen in regelméaRigen Intervallen prdventiv mit Antibiotika behandelt worden
(Ampicillin und Streptomycin (Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland) je 10 mg/mL 1:100 verdiinnt =>
Endkonzentration = je 100 pg/mL fir die Sf9 Zellen und Geneticindisulfat (G418, Carl Roth,
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Karlsruhe, Deutschland) 50 mg/mL 1:500 verdiinnt => Endkonzentration = 100 pug/mL fur die Sf9
PKCy-GFP Zellen.

|4.2.2 ANZUCHT VON BAKTERIEN ZUR UNTERSUCHUNG DER
| OBERFLACHENSTRUKTUREN

Zur Untersuchung der Oberflachenstrukturen von Bakterien werden sowohl der Wildtyp-Stamm
von S. meliloti, wie auch zwei Mutanten, die eine abweichende Topographie der Oberflache
erwarten lassen, verwendet. Die drei Stamme sind in der nachfolgenden Tabelle

zusammengefasst.
Sinorhizobium meliloti Stamm | Beschreibung Referenz oder Ursprung
Rm2011 Wildtyp-Stamm [112]
Rm0540 exoY [113]
Rm6963 LPS Defekt => verkirztes LPS | [114]

Tabelle 2: Bezeichnung, wichtige Eigenschaften und Ursprung der verwendeten
Bakterienstamme.

Fir die Anzucht der Bakterien werden jeweils einzelne Kolonien mit einem sterilen Zahnstocher
oder Pipettenspitze von einer Festagarplatte gepickt und damit je 10 mL Kulturmedium in 15 mL
Kunststoffrohrchen (Greiner, Frickenhausen, Deutschland) oder Reagenzglasern mit
Aluminiumdeckel inokuliert. Die Kulturen werden tber Nacht (i.N.) in einem Schiittler (IKA-
Vibrax-VXR, lka-Labortechnik, Deutschland) in einem Brutschrank (Heraeus/Kendro B12, Kendro
Laboratory Products, Hanau, Deutschland) bei ihrer optimalen Wachstumstemperatur von 28 °C
bis zu einer optischen Dichte von 0.D.sg = 0,6 bis 0,8, wo sich die Bakterien in einer
exponentiellen Wachstumsphase befinden, herangezogen. Als Kulturmedium wird Vincent
Minimalmedium (VMM) [115] verwendet (1 mM MgS0O,, 18,7 mM NH,CI, 10 mM Na, Succinat,
456 puM CaCl,, 35 uM FeCls, 4 uM Biotin, 48,5 uM H3BOs3, 10 uM MnSO,, 1 uM ZnS0O,, 0,5 uM
CuSQ,, 0,27 uM CoCl,, 0,5 uM NaMoO,). Das Medium ist freundlicherweise aus der Gruppe von
Frau Prof. Anke Becker in Freiburg zur Verfligung gestellt worden.
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4.2.3 ANZUCHT VON BAKTERIEN FUR DAS TLFI ZUR BESTIMMUNG VON ZEIT- UND
ORTSAUFGELOSTER PROTEINDYNAMIK

Zur Untersuchung der zeitlichen und ortlichen Proteindynamik im Zellzyklus von S. meliloti
mittels zeitaufgeloster Fluoreszenzmikroskopie (TLFI) sind von Frau Dr. Nataliya Pobigaylo in der
Gruppe von Frau Prof. Anke Becker in Freiburg mittels homologer Rekombination Mutanten
basierend auf dem Wildtyp-Stamm (Rm2011) erstellt worden. Bei diesen Stammen sind die Gene
der wichtigen Zellzyklusregulierenden Proteine DivK und GcrA durch 3’translationale Fusionen
mit den Genen fir die fluoreszierenden Proteine eGFP oder mCherry in einer einzigen Kopie an
ihrem nativen Ort im Chromosom ersetzt worden [82]. Die Stamme sind in der nachfolgenden
Tabelle zusammengefasst.

Sinorhizobium meliloti Stamm Beschreibung Referenz oder Ursprung

Rm2011 GcrA-eGFP GcrA-Fusionsmutante [82]

Rm2011 DivK-eGFP DivK-Fusionsmutante [82]

Rm2011 DivK-eGFP GcrA-mCherry | DivK- und GcerA- [82]
Doppelfusionsmutante

Tabelle 3: Bezeichnung, Beschreibung und Ursprung der fir das TLFI verwendeten
Bakterienstamme.

Fir die Anzucht der Bakterien werden jeweils einzelne Kolonien mit einem sterilen Zahnstocher
oder Pipettenspitze von einer Festagarplatte gepickt und damit je 10 mL Kulturmedium in 15 mL
Reagenzglasern mit Aluminiumdeckel inokuliert. Die Kulturen werden (iber Nacht (ii.N.) in einem
Schuttler  (IKA-Vibrax-VXR, lka-Labortechnik, Deutschland) in einem  Brutschrank
(Heraeus/Kendro B12, Kendro Laboratory Products, Hanau, Deutschland) bei ihrer optimalen
Wachstumstemperatur von 28 °C bis zu einer optischen Dichte von 0.D.sg = 0,6 bis 0,8, wo sich
die Bakterien in einer exponentiellen Wachstumsphase befinden, herangezogen. Als
Kulturmedium wird Vincent Minimalmedium (VMM) [115] verwendet (1 mM MgSQ,, 18,7 mM
NH,CI, 10 mM Na, Succinat, 456 uM CaCl,, 35 uM FeCl;, 4 uM Biotin, 48,5 UM H3BO;, 10 uM
MnSQ,, 1 UM ZnS0O,, 0,5 UM CuSQ,, 0,27 uM CoCl,, 0,5 uM NaMoOQ,), welches freundlicherweise
aus der Gruppe von Frau Prof. Anke Becker in Freiburg zur Verfligung gestellt worden ist.
AnschlieBend sind die Bakterienzellen, wie unter 4.5.3.1 beschrieben fiir die Messungen
prapariert worden.
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4.3 ZELLPRAPARATION (FUR EXPERIMENTE)

4.3.1 WASCHEN VON SF9 ZELLEN FUR EINZELZELLEXPERIMENTE

Die aliquotierten Sf9-Zellen (s. 4.2.1 Sf9-Zellkultur) werden vor den Experimenten gewaschen,
um etwaige Zellreste von zerstorten Zellen, sezernierte Proteine usw. zu entfernen und um die
Zellen in das gleiche Medium (Trennpuffer) zu Uberfihren, in dem auch die Trennungen
stattfinden. Dazu wird 1 mL der Kultur in einem Reaktionsgefdls (1,5 mL, Eppendorf, Hamburg,
Deutschland) mit der Zentrifuge 5415 R (Eppendorf, Hamburg, Deutschland) fir 7 min bei 1000
UpM abzentrifugiert und der Uberstand vorsichtig mit einer Pipette abgezogen und verworfen.
Die Zellen, die sich jetzt in einem Pellet in dem ReaktionsgefdR befinden werden durch
vorsichtiges vortexen in 0,5 mL PBS (pH = 7,4, Fluka, Dreisenhofen, Deutschland) resuspendiert.
AnschlieRend werden die Zellen erneut abzentrifugiert und nach Verwerfen des Uberstandes in
0,5 mL Trennpuffer (genaue Angabe in dem jeweiligen Abschnitt unter 5 Ergebnisse und
Diskussion) wie zuvor durch vorsichtiges vortexen resuspendiert und kénnen nun fir die
Experimente verwendet werden.

4.3.2 CFDA-SE MARKIERUNG ALLER PROTEINE IN SF9 ZELLEN

Fir die unspezifische Markierung aller Proteine in Zellen wird 5(6)-Carboxyfluorescein-Diacetat-
Succinimidylester (CFDA-SE, Life Technologies, Darmstadt, Deutschland) verwendet. Dieses nicht
fluoreszierende, lipophile Molekiil ist membrangangig, d.h. es ist in der Lage durch die
Zellmembran zu diffundieren. Bei lebenden Zellen werden durch Esterasen die Acetylgruppen
abgespalten und das stark fluoreszierende Carboxyfluorescein-Succinimidylester bindet an
primare Aminogruppen [116], d.h. an frei zugdngliche Seitenketten der Aminosaure Lysin und N-
Termini von Proteinen und Peptiden. Dazu wird 1 mL der in der ersten Lage konfluent
gewachsenen Sf9-Zellen nach dem Ablésen von der Oberfliche mit einem Zellschaber
(Eppendorf, Hamburg, Deutschland) zweimal bei 3000 UpM fiir 3 min mit der Zentrifuge 5415 R
(Eppendorf, Hamburg, Deutschland) abzentrifugiert und das Pellet anschlieBend jeweils in 1 mL
PBS (pH = 7,4, Fluka, Dreisenhofen, Deutschland) resuspendiert. Das CFDA-SE wird in einer
Konzentration von 10 mM in DMSO (Sigma-Aldrich, Miinchen, Deutschland) gelost, bevor 4 uL
dieser Losung zu der Zellsuspension pipettiert werden. Die Zellsuspension wird vorsichtig auf
dem Vortexer (Vortex-Genie 2, Scientific Industries, New York, USA) mit dem Farbstoff vermischt
und anschlieRend fiir 30 min bei 27 °C inkubiert. Zum Waschen der Zellen und damit zur
Entfernung von ungebundenem Farbstoff werden die Zellen erneut zweimal bei 3000 UpM fir 3
min abzentrifugiert und das Pellet anschlieRend jeweils in 1 mL PBS resuspendiert. Direkt vor
Beginn der Messung werden die Zellen ein letztes Mal bei 3000 UpM fiir 3 min abzentrifugiert

44



45 | Material und Methoden

und das Pellet in 1 mL Trennpuffer (100 mM TRIS, 100 mM CHES, 4 % Pullulan, pH = 8,9)
resuspendiert.

4.3.3 PRAPARATION VON BAKTERIEN ZUR UNTERSUCHUNG DER
OBERFLACHENSTRUKTUREN

Fir die Untersuchung der Oberflaichen von S. meliloti mit (XHR) SEM und AFM (s. 4.4
Hochauflésende  Mikroskopie) werden die Zellen entsprechend der jeweiligen
Umgebungsbedingungen, die bei den verschiedenen Mikroskopie-Techniken vorherrschen
schonend prapariert. Die Gemeinsamkeiten und Unterschiede bei der Behandlung der Bakterien
werden im Folgenden dargestellt.

Fir alle Untersuchungen, unabhangig davon, ob diese im Vakuum, bei Atmosphéarendruck, in
Trockenheit oder in Flussigkeit stattfinden, ist es notwendig, dal} die Zellen auf einer Oberflache
immobilisiert werden. Daflir werden konventionelle Glassubstrate, d.h. Objekttrager oder
Deckglaser (Menzel, Deutschland) verwendet. Damit diese frei von Verschmutzungen sind
werden sie in einem Ultraschallbad (Elma T 490DH, Elma, Deutschland) nacheinander, zuerst in
Aceton, dann in Ethanol und zuletzt in MilliQ-H,0, fiir jeweils 20 s gereinigt. Anschliefend
werden die Glaser mit Stickstoff (Linde, Deutschland) getrocknet.

4.3.3.1 PRAPARATION FUR DIE RASTERELEKTRONENMIKROSKOPIE (SEM)

Beim SEM befindet sich die Probe in einem Vakuum. Daher werden die S. meliloti-Zellen erst
fixiert, anschlieRend wird das darin enthaltene Wasser langsam gegen Ethanol ausgetauscht.
Dann wird der Ethanol wegen der niedrigeren Oberflachenspannung durch Isopropanol ersetzt,
um so beim anschliefenden Austrocknen der Probe den Stress an der Oberflache und die damit
einhergehende Beschadigung so gering wie moglich zu halten. Vor der Abbildung der Probe wird
diese dann noch mit Gold beschichtet, um so eine leitende Oberflache zu erhalten.

Es werden fir jede Probe je 1 mL der S. meliloti-Bakterienkulturen, die tGber Nacht bis zu einer
Dichte von 0.D.sgy = 0,6 bis 0,8 herangezogen worden sind, zweimal mit PBS gewaschen um
mogliche Verunreinigungen (z.B. durch Zellbruchstiicke) aus dem Kulturmedium (VMM) zu
entfernen. Dazu werden die Kulturen in 1,5 mL ReaktionsgefdlRen (Eppendorf, Deutschland) fir
jeweils 5 min bei 1500 UpM in einer Zentrifuge (S417C, Eppendorf, Deutschland) abzentrifugiert.
Die Uberstinde werden verworfen und die Pellets, die die Bakterien an den Boden gebildet
haben, werden in je 500 pL PBS durch vorsichtiges vortexen oder langsames auf- und
abpipettieren resuspendiert. Nach dem Waschen werden die Zellen ein drittes Mal
abzentrifugiert und fur die Fixierung in PBS mit 1,5 % (v/v) Glutaraldehyd und 1,5 % (v/v)
Paraformaldehyd resuspendiert und fiir 60 min bei Raumtemperatur (RT) stehen gelassen.
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Dadurch werden zugangliche Amine, im Wesentlichen in den Resten von Aminosauren,
quervernetzt und abgesattigt, was die natirlich vorkommenden Strukturen der Oberflachen
stabilisiert.

AnschlieBend werden die Bakterien erneut gewaschen, jedoch diesmal nicht in PBS, sondern in
500 pL MilliQ-H,0 resuspendiert. Somit wird verhindert, dafd sich beim spateren Eintrocknen
Salzkristalle bilden, die einerseits bei ihrer Entstehung die Zellen schadigen kdénnen und
andererseits in den Abbildungen als Artefakte aus der Prdparation die Interpretation
beobachteter Strukturen erschweren. Im ndchsten Schritt wird das Wasser gegen Ethanol
ausgetauscht. Da der Alkohol langere Zeit benétigt, um sich in der ganzen Zelle gleichmaRig zu
verteilen ist es sinnvoll, die Konzentration nur langsam zu erhdhen, um somit grofere
Konzentrationsgradienten, die durch resultierenden Stress zur Schadigung der Probe fiihren
kénnen, nur langsam zu erhdhen. Dies geschieht, indem die Zellen in 1,5 mL ReaktionsgefaRe
(Eppendorf, Deutschland), mit einem Offnungsdurchmesser von ca. 8 mm, schwimmend in einer
groBeren mit Alufolie verschlossenen Glasschale, mit einem Offnungsdurchmesser von ca. 30
cm, gefillt mit ca. 1,5 L Ethanol, fir mindestens 2 Tage bei RT stehen gelassen werden. Somit
stellt sich nach und nach zwischen den beiden, nur durch die Gasphase verbundenen
FlUssigkeiten, in einer, wegen der grolRen Oberflache der Glasschale, mit Ethanol gesattigten
Atmosphare ein Gleichgewicht ein. Dieses Gleichgewicht liegt aufgrund des Volumenverhaltnis
(2:3000 (H,0:Ethanol) bei 500 pL Probe und immer noch 1:500 (H,0:Ethanol) bei 6 Proben mit je
500 pL) der beiden Flussigkeiten klar auf der Seite des Ethanols und fihrt nach 2 Tagen zu einem
Anteil von >90 % (v/v) Ethanol in der Flissigkeit, in welcher sich die Zellen befinden.

Die Zellen werden erneut abzentrifugiert (5 min bei 1500 UpM), der Uberstand mit dem Ethanol
entfernt und durch 500 pL Isopropanol ersetzt. Nach dem Resuspendieren werden jeweils 10 pL
und 20 pL von jeder Probe auf 8x8 mm? Deckglaser pipettiert. Zum schonenden Austrocknen
werden die Deckgldaser mit den Proben dann auf einen Schaumstoffschwimmer (Eppendorf,
Deutschland) in einer Glaspetrischale (Durchmesser 9 cm) gelegt. Der Boden der Glaspetrischale
ist zuvor mit ca. 10 mL Isopropanol befiillt worden. Damit eine mit Isopropanol gesattigte
Atmosphare entsteht, die verhindert, daR die Proben nicht schon innerhalb von etwa 1 min
vollsténdig ausgetrocknet sind, wird die Petrischale mit dem dazugehdrigen Deckel verschlossen.
Nach etwas mehr als 2 Tagen bei Raumtemperatur gelagert ist das Isopropanol verdunstet und
die Zellen sind nun dehydriert und liegen in Trockenheit vor. Um eine Rehydrierung zu
vermeiden werden die Proben in mit Parafilm vollstéandig verschlossenen Kunststoffpetrischalen
(Grainer, Deutschland; Durchmesser 9 cm) Uber Silica Orange (Carl Roth, Deutschland) bei 0 %
Luftfeuchtigkeit gelagert.

Vor der Abbildung der Bakterien mit dem Rasterelektronenmikroskop (SEM) werden diese durch
Sputtern mit einer leitenden Schicht aus Gold versehen. Dazu werden die Proben auf den
Deckglasern in die Kammer des Bal-Tec MED 020 Sputter Coater (Bal-Tec, Lichtenstein)
transferiert. Dort wird durch Sputtern, nach der Evakuierung bis auf 2:10®° mbar, in einer Argon-
Atmosphére bei 4-10° mbar eine ca. 12 nm dicke Schicht aus Gold aufgebracht. AnschlieRend
werden je 2 der Deckglaser mit Leitsilber (Conrad, Hirschau, Deutschland) auf einem
Probentrager aus Kupfer befestigt und kontaktiert.
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|4.3.3.2 PRAPARATION FUR DAS XHR SEM

Die S. meliloti-Bakterienzellen sind fiir die Abbildung mit einem Magellan XHR SEM (FEl,
Eindhoven, Die Niederlande) ebenso prdpariert worden, wie fir die Abbildung mit einem
konventionellen Rasterelektronenmikroskop (s. 4.3.3.1). Allerdings ist dabei auf die Auftragung
einer leitenden Metallschicht verzichtet worden und es sind ca. 10 puL der Probe mit den
Bakterien in Isopropanol direkt auf den Probentrager des XHR SEM getropft worden, wo das
Isopropanol innerhalb von etwa 1 min verdunstet ist.

4.3.3.3 PRAPARATION FUR DAS AFM IN TROCKENHEIT

Die S. meliloti-Bakterienzellen sind fir die Abbildung mit einem Multimode llla AFM (Veeco,
USA) in Trockenheit ebenso prapariert worden, wie fir die Abbildung mit einem konventionellen
SEM (s. 4.3.3.1). Allerdings ist auch hier auf das Sputtern mit Gold verzichtet worden und die
Deckglaser mit den langsam ausgetrockneten Bakterien ohne Metallbeschichtung sind flr das
Scannen auf dafir vorgesehene Nickelplattchen geklebt worden.

4.3.3.4 PRAPARATION FUR DAS AFM IN FLUSSIGKEIT

Wahrend die Bakterien durch Trocknung ausreichend fest auf den Deckglasern haften, ist es fir
die Abbildung mit einem AFM in Flissigkeit notwendig, daR die S. meliloti-Bakterienzellen auf
einer Oberflaiche immobilisiert werden. Dazu werden gereinigte Objekttrager (s. 4.3.3) mit
Polyethylenimin (PEl), einem positiv geladenen Polymer, in seiner Struktur ahnlich dem
Polylysin, beschichtet.

Dazu wird zu Beginn mit einem Skalpell ein rechteckiger Ausschnitt von ca. 3-2 cm?” aus einem
Stiick Parafilm in der GroBe des Objekttragers (7,2-2,6 cm?) ausgeschnitten. Der Parafilm wird
auf den Objekttrager gelegt und auf einer Heizplatte bei 50 °C fiir wenige Sekunden erhitzt.
Sobald der Parafilm durchsichtig wird, klebt dieser selbststdndig auf dem Glas und bildet durch
seine Hydrophobizitdt eine Barriere, die es erlaubt groRere Volumina an hydrophilen
Flussigkeiten (> 3 mL) in dem Ausschnitt in der Mitte zu halten, ohne daR diese von dem
Objekttrager herunterlaufen. Dies ist wichtig, damit spater auch bei langerer Messdauer nicht zu
viel Flussigkeit verdunstet und durch Aufkonzentrierung die Osmolaritat des Mediums, in dem
sich die Bakterien befinden, steigt oder die Probe gar vollstindig austrocknet. Fir die
Beschichtung wird in den Ausschnitt auf dem Objekttrager 1 mL einer 0,1 %igen Losung aus
Polyethylenimin (PEl) in MilliQ-H,O pipettiert und diese fir 30 min bei Raumtemperatur
inkubiert. Anschlielend wird (iberschiissiges PEI, welches sich nicht durch elektrostatische
Wechselwirkungen an die negativen Silanolgruppen des Glases angelagert hat, durch spiilen mit
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MilliQ-H,0 entfernt. Die Oberflache wird mit Stickstoff getrocknet und der so vorbereitete
Objekttrager mit einer positiven Oberflachenladung im Ausschnitt kann nun auch fir langere
Zeit (> 1 Monat) in Trockenheit gelagert werden.

Fir die Immobilisierung der S. meliloti-Bakterienzellen werden je 1 mL der Kulturen, die tGber
Nacht bis zu einer Dichte von 0.D.sgy = 0,6 bis 0,8 herangezogen worden sind, entweder lebend,
direkt nach dem Waschen oder nach Waschen und chemischer Fixierung mit Paraformaldehyd
und Glutaraldehyd, wie bei der Prdparation fir das SEM beschrieben (s. 4.3.3.1), in dem
Ausschnitt der vorbereiteten Objekttrager auf die mit PEI beschichtete Oberflache pipettiert.
Dort werden die Zellen bei hoher Luftfeuchtigkeit fir 60 min bei Raumtemperatur inkubiert. Flr
die Untersuchung des Einflusses des osmotischen Drucks auf die Oberflachenstrukturen sind die
Bakterien nach dem waschen fir die Immobilisierung entweder in PBS, Kulturmedium (VMM)
oder MilliQ-H,0 resuspendiert worden. Nach der Inkubation ist ein groBer Teil der Zellen durch
elektrostatische Wechselwirkungen zwischen der (iberwiegend negativ geladenen &duleren
Membran und der durch PEI-Beschichtung positiven Oberfliche immobilisiert. Der Uberstand
mit noch frei schwimmenden und nicht ausreichend immobilisierte Bakterien werden durch
griindliches spiilen mit MilliQ-H,0 entfernt. AnschlieRend werden die Zellenauf der Oberflache
bis zur Abbildung mit dem AFM bei hoher Luftfeuchtigkeit in 400 uL PBS, VMM oder MilliQ-H,0
feucht gehalten.

4.4 HOCHAUFLOSENDE MIKROSKOPIE

|4.4.1 RASTERELEKTRONENMIKROSKOPIE (SEM)

|4.4.1.1 ABBILDUNG VON BAKTERIEN MIT DEM SEM

Die S. meliloti-Bakterienzellen, die wie unter 4.3.3.1 beschrieben fixiert, schonend dehydriert
und durch Sputtern mit Gold beschichtet worden sind, werden mit dem
Rasterelektronenmikroskop JSM-880 der Firma Jeol (Tokyo, Japan) abgebildet. Dazu werden die
Zellen auf den Probentrdgern aus Kupfer Uber eine Schleuse in das Vakuum (berfiihrt. Dort
werden die Bakterien von einem Elektronenstrahl mit einem Strom von 5-10™"" A bis 2:10"° A
und einer Beschleunigungsspannung von 12 kV oder 20 kV gescannt.

4.4.1.2 ABBILDUNG VON BAKTERIEN MIT DEM XHR SEM
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Die S. meliloti-Bakterienzellen, die wie unter 4.3.3.2 beschrieben prapariert worden sind,
werden mit dem Magellan XHR SEM der Firma FEl (Eindhoven, Die Niederlande) abgebildet.
Dabei erlaubt dieses moderne Rasterelektronenmikroskop Scannen der Zellen auch ohne eine
zusatzliche leitende Metallbeschichtung an der Oberflaiche. Die Bakterien sind mit einer
niedrigen Beschleunigungsspannung von 2 kV abgebildet worden, da die Eindringtiefe mit der
Energie der Elektronen, gerade bei Proben die hauptsdchlich aus Atomen mit niedrigen
Ordnungszahlen bestehen, stark zunimmt.

| 4.4.2 RASTERKRAFTMIKROSKOPIE (AFM)

|4.4.2.1 ABBILDUNG VON BAKTERIEN MIT DEM AFM IN TROCKENHEIT

Die S. meliloti-Bakterienzellen, die wie unter 4.3.3.3 beschrieben fixiert und schonend dehydriert
worden sind, werden mit dem AFM Nanoscope llla Multimode (Veeco, Santa Barbara,
Kalifornien, USA) mit einem J-Scanner im Tapping-Mode bei Raumtemperatur und Normaldruck
in Trockenheit gescannt. Dazu werden die Deckglaser mit den Zellen auf runde Nickelplattchen
geklebt mit welchen die Probe auf dem Scanner magnetisch fixiert wird. So kann die Probe in X-
,Y- und Z-Richtung unter der vorgegebenen Position der Cantileverspitze bewegt werden. Bei
Scangeschwindigkeiten von 1,8 um/s bis 10 um/s werden die Bakterien mit den BSTap300-Al
Silizium-Cantilevern (Budget Sensors, Sofia, Bulgarien) abgebildet. Diese besitzen laut Hersteller
eine Federkonstante von 40 N/m, eine Resonanzfrequenz von ca. 300 kHz und einen
Kriimmungsradius der Spitze von < 10 nm.

4.4.2.2 ABBILDUNG VON BAKTERIEN MIT DEM AFM IN FLUSSIGKEIT

Die S. meliloti-Bakterienzellen, die wie unter 4.3.3.4 beschrieben prapariert worden sind,
werden mit dem AFM MFP-3D (Asylum Research, Santa Barbara, Kalifornien, USA), welches sich
auf einem inversen optischen Mikroskop, dem IX71 (Olympus, Tokyo, Japan), befindet, im
Tapping-Mode bei Raumtemperatur in Fllssigkeit gescannt. Dazu werden die pradparierten
Objekttrager mit den immobilisierten Bakterien, die mit jeweils 400 pL MilliQ-H,0,
Kulturmedium (VMM) oder PBS bedeckt sind, durch Magnete auf dem XY-Scanner, welcher auf
dem Mikroskop-Tisch befestigt ist, fixiert. Der Cantilever wird am Messkopf, der auch den Z-Hub
beinhaltet, befestigt und dieser dann anschlieRend von oben auf die Probe abgesenkt. Bei
Scangeschwindigkeiten von 2 pm/s bis 4,5 um/s werden die Bakterien mit den Microbiolever
ACAQTS-Cantilevern (Olympus, Tokyo, Japan) abgebildet. Diese besitzen laut Hersteller eine
Federkonstante von 0,1 N/m, eine Resonanzfrequenz von ca. 30 kHz in MilliQ-H,0 und einen
Kriimmungsradius der Silizium-Spitze von 10 nm.
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4.5 SOFTLITHOGRAPHIE

Die Mikrofluidik-Chips aus Poly(dimethylsiloxan) (PDMS) sind mittels Softlithographie hergestellt
worden. Diese Methode ist bereits im Jahr 1998 von Xia und Whitesides ausfiihrlich beschrieben
worden [83]. Die dazu notwendigen Chemikalien sind, soweit nicht anders angegeben, von
Sigma-Aldrich (Minchen, Deutschland) erworben worden. Zuerst wird der Photolack Su8-25
(Micro Resist Technology) auf einem Masterwafer lithographisch strukturiert (s. [110,117,118]).
Dazu sind die gewtinschten Strukturen mit dem CAD-Programm Clewin (PhoeniX, Enschede, Die
Niederlande) gezeichnet worden bevor diese auf eine Chromphotomaske (Delta Mask,
Enschede, Die Niederlande) Ubertragen werden. Durch die Chromphotomaske wird der
Photolack, der durch Spin Coating (engl. fir Rotationsbeschichtung oder Aufschleudern) in
gewdinschter Dicke auf einen Silizium-Wafer (CrysTec, Berlin, Deutschland) aufgebracht worden
ist, mit der i-Linie einer Quecksiloerdampflampe belichtet. AnschlieRend ist der Lack nach
Herstellerangaben entwickelt worden (s. Abbildung 8).

Damit spater das PDMS leicht von dem Masterwafer abgel6st werden kann und nicht an dem
Photolack haften bleibt, wird dieser mittels chemischer Gasphasenabscheidung in einem
Exsikkator mit dem Silan Tridecafluor-1,1,2,2-tetra-hydrooctyl-trichlorsilan (TDTS; ABCR,
Karlsruhe, Deutschland) beschichtet, bevor die Strukturen mit PDMS abgeformt werden kénnen.
Das PDMS ist von Dow Corning in den USA (Midland, Michigan) erworben worden. Das Polymer
und der Quervernetzer sind in einem Verhéltnis von 10:1 griindlich vermischt worden bevor das
noch flissige PDMS vorsichtig liber den Masterwafer gegossen worden ist. Das Polymer wird bei
einer Temperatur von 85 °C ausgehartet und vom Wafer abgezogen, bevor es mit einem Skalpell
zurechtgeschnitten worden ist.

Um einen Zugang fir Fllssigkeiten zu den Kanédlen zu gewahrleisten und um diese elektrisch
kontaktieren zu kénnen, werden nun Reservoirlocher mit einem Durchmesser von 3 mm in das
PDMS gestochen. In einem Ultraschallbad (EIma T 490 DH) wird das PDMS nacheinander erst in
Aceton, dann in Ethanol und zum Schluss in MilliQ-H,0 gereinigt bevor es mit Stickstoff (Linde,
Miinchen, Deutschland) getrocknet wird. Die Deckglaser (Suprasil |, Heraeus fir die UV-LIF
Detektion, bzw. Menzel fir alle anderen Experimente) werden auf die gleiche Weise gereinigt
und getrocknet.

AnschlieBend werden das PDMS auf der Kanalseite und die Deckgldaser fiir 30 s einem
Sauerstoffplasma (Plasmakammer, Eigenbau; Teslaspule mit 50 kV, 500 kHz und einem
Elektrodenabstand von 6,1 cm bei einem Druck von 10™ mbar) ausgesetzt, um die Oberflachen
zu aktivieren. Direkt nach der Plasmabehandlung wird das PDMS mit einem Deckglas zum
fertigen Mikrofluidik-Chip zusammengesetzt. Dabei bilden sich nach kurzer Zeit kovalente
Bindungen zwischen dem Polymer und der Glasoberfliche aus, so dal} diese nicht wieder
zerstorungsfrei getrennt werden konnen (s. Abbildung 8). Letztlich werden noch kleine, mit
Reservoirlochern versehene PDMS-Stiicke zur VergroRerung des Volumens der Reservoire des
Mikrofluidik-Chips auf diesen gelegt. Daraus resultiert ein Volumen von ca. 30 L je Reservoir (s.
z.B. Abbildung 12).
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|4.5.1 PDMS-CHIPS UV-LIF

Die PDMS-Chips fir die UV-LIF Detektion (Anregung mit A, = 266 nm) werden mittels
Softlithographie, wie unter 4.5 beschrieben, hergestellt. Allerdings werden wegen der
bendtigten hohen UV-Transparenz Deckglaser (60 mm - 24 mm - 0,2 mm) aus sehr
hochwertigem Quarzglas (Suprasil |, Aachener Quarzglas Technologie Heinrich, Aachen,
Deutschland) zum VerschlieBen der Kanadle verwendet. Fiir die Trennung des Proteinhaushalts
aus einzelnen Sf9-Zellen mit anschlieBender LIF Detektion sind PDMS-Chips mit einer Kanalbreite
von 30 um und einer Kanaltiefe von 30 um, sowie mit Pfosten im Kreuzungsbereich, welche
beim einsplilen der Zellen verhindern, dal diese in den Trennkanal gelangen hergestellt worden.
Die einzelnen Schritte der Herstellung sind in der nachfolgenden Grafik (s. Abbildung 8)
schematisch dargestellt.
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Abbildung 8: Schematische Darstellung der PDMS-Chip-Produktion: (a-c) Die negativen
Mikrokanalstrukturen werden mittels Softlithographie auf einem Masterwafer hergestellt. (a)
Der Photolack SU-8 wird mittels Spin Coating (engl. flir Rotationsbeschichtung oder
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Aufschleudern) in gewinschter Dicke (z.B. 30 um) auf einen Silizium-Wafer aufgetragen. (b) Der
Photolack wird mit der i-Linie (A = 365 nm) einer Quecksilberdampflampe durch eine mit Chrom
beschichtete Photomaske quervernetzt. (c) Der Photolack wird entwickelt und ausgehértet, so
daR die negativen Strukturen auf dem Wafer verbleiben. (d) Das PDMS wird auf den Wafer
gegossen und ausgehiartet (4 h @ 85 °C). (e) Das PDMS mit den abgeformten Strukturen wird
vom Wafer abgezogen und die Form der Chips mit einem Skalpell ausgeschnitten. (f) Die
Reservoirlocher werden als Zugdnge zu den Mikrokanalen in das PDMS gestanzt, bevor der Chip
nach O,-Plasmaoxidation mit einem Quarzdeckglas (Suprasil I, 60 mm x 24 mm x 0,2 mm)
verschlossen wird.

4.5.2 PQW-CHIPS

Die PDMS-Quartz-Window-chips (PQW-Chips, engl. fir PDMS-Quarzglas-Chips) fur die UV-LIF
Detektion (Anregung mit A, = 266 nm) werden mittels Softlithographie, wie unter 4.5
beschrieben, hergestellt. Allerdings werden wegen der bendtigten hohen UV-Transparenz
Deckglaser (60 mm - 24 mm - 0,2 mm) aus sehr hochwertigem Quarzglas (Suprasil |, Aachener
Quarzglas Technologie Heinrich, Aachen, Deutschland) zum Verschlieen der Kanale verwendet.
Zudem wird ein 5 mm - 5 mm Quarzfenster (Suprasil | Aachener Quarzglas Technologie Heinrich,
Aachen, Deutschland) durch ein rundes Kupfergewicht (@ = 3 mm) am Detektionspunkt auf der
Kanalstruktur gehalten, wiahrend PDMS auf den Wafer gegossen und ausgehartet (4 h @ 85 °C)
wird. Danach wird das Kupfergewicht aus dem PDMS gezogen, bevor dieses mit den
abgeformten Strukturen und dem Quarzfenster vorsichtig mit einem Skalpell vom Wafer
abgelést wird. Fir die Trennung des Proteinhaushalts aus einzelnen Sf9-Zellen mit
anschliefender LIF Detektion sind PQW-Chips mit einer Kanalbreite von 30 um und einer
Kanaltiefe von 30 um, sowie mit Pfosten im Kreuzungsbereich, welche beim einspiilen der Zellen
verhindern, dal} diese in den Trennkanal gelangen hergestellt worden. Die einzelnen Schritte der
Herstellung sind in der nachfolgenden Grafik (s. Abbildung 9) schematisch dargestellt.
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L

Abbildung 9: Schematische Darstellung der PQW-Chip-Produktion: (a-c) Die negativen
Mikrokanalstrukturen werden mittels Softlithographie wie bei der PDMS-Chip-Produktion auf
einem Masterwafer hergestellt. (d) Wahrend das 5 mm - 5 mm Quarzfenster (Suprasil |) durch
ein rundes Kupfergewicht (@ = 3 mm) am Detektionspunkt auf der Kanalstruktur gehalten wird,
wird das PDMS auf den Wafer gegossen und ausgehartet (4 h @ 85 °C). (e) Das Kupfergewicht
wird aus dem PDMS gezogen, bevor dieses mit den abgeformten Strukturen vom Wafer abgel6st

wird. (f) Die Reservoirlocher werden in das PDMS gestanzt, bevor der Chip nach O,-
Plasmaoxidation mit einem Quarzdeckglas (Suprasil 1) verschlossen wird.

4.5.3 ZELL-CHIPS TLFI

Die TLFI-Chips fir die Langzeitbeobachtung von Zellen werden analog zu der PDMS-Chip-
Produktion mittels Softlithographie (s. 4.5 und 4.5.1) hergestellt. Lediglich wird aufgrund der
Fluoreszenzdetektion im sichtbaren Bereich anstatt von dem kostspieligen Quarzglas Suprasil |
ein Standard Deckglas (60 mm x 24 mm x 0,2 mm, Menzel, Braunschweig, Deutschland) zum
verschlieRen der Kandle verwendet.
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4.5.3.1 ZELLIMMOBILISIERUNG

Fir die Langzeitbeobachtung von Bakterienzellen und deren Zellteilung mit einem
Fluoreszenzmikroskop ist es notwendig, diese unter moglichst physiologischen Bedingungen,
d.h. bei guter Nahrstoff- und Sauerstoffversorgung und optimaler Temperatur zu immobilisieren.
Das Vorgehen fir die Immobilisierung von S. meliloti Zellen mit einer Beschichtung in den TLFI-
Chips ist in nachfolgender Abbildung 10 schematisch gezeigt.

Lo
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Abbildung 10: Schematische Darstellung der Zellimmobilisierung und des Layouts der TLFI-Chips:
(1.) Das Polyethylenimin (PEl) wird zuerst fir 5 min von einer Seite aus in den linearen Kanal
(Hohe = 3 um, Breite = 450 um und Lange = 1 cm) geflllt, um einen zur anderen Seite hin
abnehmenden Konzentrationsgradienten zu erzeugen. (2.) AnschlieBend werden die Zellen,
nachdem sie gewaschen worden sind, in Medium von der gegeniiberliegenden Seite in den Kanal
einflieBen gelassen. Durch elektrostatische Wechselwirkungen zwischen der negativen
Bakterienmembran und dem positiv geladenen PEI werden die Zellen dauerhaft im Kanal
immobilisiert.

Zur Zellimmobilisierung werden die TLFI-Chips mindestens eine Stunde nach dem
Zusammensetzten mit Polyethylenimin (PEI, M, ~60,000, M,, 750,000) in MilliQ-H,0 (Millipore)
(Konzentration: 0,1 % (v/v)) beschichtet. Dazu wird zuerst eines der Reservoire am Ende des
linearen Kanals (Ldnge: 1 cm, Hohe: 3 um, Breite: 450 um) mit 14 uL MilliQ-H,0 befllt, bevor 15
uL der PEI-Beschichtung in das gegenliberliegende Reservoir pipettiert werden. Nach 5 min wird
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die PEI-Beschichtungslosung entfernt und die Reservoire und die Kanadle werden mit MilliQ-H,0
gesplilt. AnschlieRend werden die Kanale fur die Langzeitbeobachtungen der Bakterien mit
Vincent Minimalmedium (VMM, [115]) befillt. Somit ist im Kanal ein PEI-Konzentrationsgradient
entstanden, wobei die Konzentration auf der Seite, aus der spater die Bakterienzellen in den
Kanal gespilt werden, am niedrigsten ist (s. Abbildung 10). Dieser Konzentrationsgradient
verhindert, daR bereits am Anfang des Kanals ein Grofteil der eingespilten Zellen fixiert werden
und dadurch den Kanal verstopfen [82].

Mit den Bakterienzellen (S. meliloti) von einer Festagarplatte sind 10 mL Flussigkulturen mit
Vincent Minimalmedium angeimpft worden. Bei einer Temperatur von 28 °C sind die Bakterien
dann Uber Nacht bis zu einer Dichte von 0.D.sg, = 0,6-0,8 in einem Schiittler herangezogen
worden. AnschlieBend werden die Zellen vor dem Einspllen in die Kandle noch mit frischem
VMM gewaschen. Das Einspllen in den linearen Kanal erfolgt mit hydrodynamischem Druck von
der Seite mit der niedrigeren PEl Konzentration (s. Abbildung 10). Dies fiuhrt dazu, dal mit
steigender PEI Konzentration mehr Zellen Uiber elektrostatische Wechselwirkungen fester an die
Oberflache im Kanal gebunden werden und dadurch fiir die spateren Messungen ein Ausschnitt
im Kanal mit einer optimalen Zellzahl fiir die Langzeitbeobachtungen ausgewahlt werden kann.

Die TLFI-Chips mit den immobilisierten Bakterien werden zusatzlich mit vier Magneten auf der
Stage des Mikroskops (s. 3.3) befestigt, um ein verrutschen der Probe wahrend den
Langzeitbeobachtungen zu verhindern.

4.6 DRIESO

4.6.1 QG-CHIPS

Zur Herstellung von Quarzglas-Chips werden Strukturen durch reaktives lonentiefatzen von
Siliziumdioxid (DRIESO, engl. ,deep reactive ion etching of silicon dioxide”) in einem
Quarzglaswafer erzeugt (s. Abbildung 11).

Dieses anisotrope Verfahren bietet den Vorteil, daB Strukturen mit senkrechten Seitenwédnden
entstehen, die es gerade bei einer konfokalen Detektion, wie in dieser Arbeit bei der UV-LIF
Detektion verwendet, erlauben, die Kanalgeometrie besser als bei NaRatzverfahren an den
Detektionsfokus anzupassen. Beim isotropen NaRatzen wiirden Kanéle entstehen, die immer die
doppelte Breite der Hohe des Kanals besitzen. Dazu sind zuerst die gewlinschten Strukturen, wie
auch fur alle anderen Mikrofluidikstrukturen, die in dieser Arbeit verwendet worden sind, mit
dem CAD Programm Clewin (PhoeniX, Enschede, Die Niderlande) gezeichnet worden. Die
Strukturen werden dann mittels DRIE ICP (engl. ,inductively coupled plasma) mit einer Adixen
AMS100SE (Annexy, Frankreich) in einem Polysilizium-Wafer erzeugt, der dann als Maske fiir den
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eigentlichen DRIESO-Prozess dient. Dazu werden die Strukturen mit einer Tiefe von 30 um mit
einer Adixen AMS100DE (Annecy, Frankreich) durch DRIESO ICP mit einem Fluorgas (C4Fg) in
einen Quarzglaswafer (Durchmesser 100 mm, Dicke 0,5 mm, Schott, Jena, Deutschland) geéatzt.

AnschlieBend werden die Reservoirlécher mit einem Sandstrahl durch eine weitere Maske in
dem gleichen Wafer erzeugt. Die Strukturen werden durch thermisches Bonding (engl.: thermal
bonding) (1100 °C — 1200 °C) mit einem weiteren Wafer aus Quarzglas (Durchmesser 100 mm,
Dicke 0,2 mm, Aachener Quarzglas Technologie Heinrich, Aachen, Deutschland) verschlossen.
Letztlich werden die rechteckigen Mikrofluidik-Chips mit einem Sandstrahl aus den beiden fest
verbundenen Wafern ausgeschnitten. Die Positionen der Reservoirlocher und der AuRengrenzen
der Chips sind ebenfalls mit dem CAD Programm Clewin (PhoeniX, Enschede, Die Niderlande)
gezeichnet worden. Dabei sind der DRIESO-Prozess, das thermische Bonden und das
Sandstrahlen in enger Kooperation von der Firma Capilix (Enschede, Die Niederlande) ausgefiihrt
worden [111]. Fir die Trennung des Proteinhaushalts aus einzelnen Sf9-Zellen mit
anschlieBender LIF Detektion sind QG-Chips mit einer Kanalbreite von 30 um (Tiefe = 30 um),
sowie mit Pfosten im Kreuzungsbereich, welche beim einspiilen der Zellen verhindern, daf diese
in den Trennkanal gelangen verwendet worden. Zur Bestimmung der Nachweisgrenze und der
Trennung von einzelnen Proteinen sind QG-Chips gleicher Geometrie allerdings ohne Pfosten im
Kreuzungsbereich eingesetzt worden. Die einzelnen Schritte der Herstellung sind in der
nachfolgenden Grafik (s.Abbildung 11) schematisch dargestellit.
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Poly-Si Maske

L | J/TS: 0,5 mm Lithosil Q1
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Abbildung 11: QG-Chip Herstellung mittels DRIESO (engl.: deep reactive ion etching of silicon
dioxide). (a) Die Strukturen werden via DRIESO mit einer Tiefe von 30 um in das obere Substrat
(TS, engl.: top substrate) aus dem hochwertigen Quarzglas Lithosil Q1 von Schott geétzt. (b)
Mittels Sandstrahlen durch eine Polysilizium-Maske werden die Reservoirlocher in dem oberen
Substrat (TS) erzeugt. (c) AnschlieRend werden das obere (TS) und das untere Substrat (BS, engl.:
bottom substrate) durch thermisches Bonding (engl.: thermal bonding) (1100 °C — 1200 °C) fest
miteinander verbunden [111].



Ergebnisse und Diskussion | 58

5 ERGEBNISSE UND DISKUSSION

5.1 ERSTE EINZELZELLELEKTROPHEROGRAMME IN PDMS-CHIPS

Fir die Aufnahme von Einzelzellelektropherogrammen werden PDMS-Chips auf hochwertigen
Quarzdeckglasern verwendet, damit sowohl das Anregungslicht (266 nm) in den
Mikrofluidikkanal gelangen kann, als auch das emittierte Fluoreszenzsignal detektiert werden
kann (s. Abbildung 12).

Abbildung 12: Photographie von einem PDMS-Chip auf einem hochwertigen Quarzdeckglas
(Suprasil 1, 60 mm x 24 mm x 0,2 mm). Alle vier Reservoire des Chips sind mit zusatzlichen in
PDMS gestanzten Loéchern vergroBert worden. Der Chip ist zur besseren Sichtbarkeit der
Reservoire und der Mikrofluidikkanale mit dem Farbstoff Eosin befiillt.

Die Kanalwande werden mit 500 uM F108 fiir 20 Stunden beschichtet um unspezifische
Proteinadsorption, wie auch die Geschwindigkeit des EOF's zu vermindern. Anschliefend
werden die Kandle mit dem Trennpuffer (100 mM Tris, 100 mM CHES, 4 % Pullulan, pH = 8,4)
unter Zuhilfenahme einer Wasserstrahlpumpe befillt. Einzelne, der im Trennpuffer
resuspendierten Sf9 Zellen werden mit einer optischen Pinzette im Reservoir des PDMS-Chips
eingefangen und durch einen Seitenkanal zu der Kreuzung im Chip gefiihrt, wo diese von Pfosten
aufgehalten wird. Die Lyse der Zelle erfolgt mit einem kurzen elektrischen Hochspannungspuls
(1900 V/cm fur 50 ms). Danach werden die Proteine aus der Zelle elektrophoretisch in dem
langsten der Kandle getrennt, bevor diese mittels UV-LIF in einer Entfernung von 2,5 mm bis zur
Kreuzung detektiert werden.
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Abbildung 13: (a) Basislinien korrigiertes Elektropherogramm einer einzelnen Sf9 Zelle mit
nativer UV-LIF Detektion in PDMS-Chips. Die Kanale in dem PDMS sind mit F108 beschichtet und
die UV-LIF Detektion wurde mit einer Laserleistung von 500 uW und einem 400 um Pinhole bei
einer Trennspannung von 240 V/cm in Trennpuffer (100 mM Tris, 100 mM CHES, 4 % Pullulan,
pH = 8,4) durchgefiihrt. Die Zellen sind mit einem elektrischen Puls von 1900 V/cm fir 50 ms
lysiert worden. Die mit roten Balken markierten Peakgruppen I, Il und Ill liegen bei 65 s, 95 s und
135 s. Das genaue Chiplayout und die Durchfiihrung sind im Material und Methodenteil (s. 4.2.1,
4.3.1, 4.5 und 4.5.1) dieser Arbeit beschrieben. (b) Elektropherogramm von vier Sf9 Zellen mit
gleichen Einstellungen wie in (a), auRer einer Trennspannung von 360 V/cm. Die mit roten
Balken markierten Peakgruppen I, Il und Il liegen bei 37 s, 74 s und 87 s [110].
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In dem Elektropherogramm einer einzelnen Sf9 Zelle in Abbildung 13a sind =10 deutlich
voneinander getrennte Peaks zu erkennen. Im Vergleich dazu sind in dem Elektropherogramm
von vier Sf9 Zellen in Abbildung 13b =20 Peaks mit einer zum Teil deutlich erhéhten Intensitat
detektiert worden. Dies entspricht den Erwartungen aufgrund der héheren Proteinmenge von
vier Zellen im Vergleich zu einer Einzelzelle. Dennoch erschwert der aufgrund von
Einzelzellheterogenitdt unterschiedliche Proteingehalt einzelner Zellen die Interpretation von
diesen Elektropherogrammen. Bei den zwei Elektropherogrammen in Abbildung 13a & b sind
drei korrespondierende Peakgruppen mit I-lll markiert. Bei dieser Gruppierung sind die
Peakpositionen aufgrund ihrer Migrationszeit mit einem Faktor von 1,5 rekalibriert worden, um
die in diesen Experimenten unterschiedliche Trennspannung von 240 V/cm zu 360 V/cm zu
bericksichtigen. Peaks, die in dem Elektropherogramm von vier Zellen in Abbildung 13b nach
mehr als 100 Sekunden detektiert worden sind konnten dabei keinen Peaks in dem
Einzelzellelektropherogramm in Abbildung 13a zugeordnet werden. Dies ist wahrscheinlich auf
eine zu geringe Proteinkonzentration, welche unter dem Detektionslimit liegt, zurlckzufiihren
[110].

5.1.1 FLIM

Um die Signale in den Einzelzellelektropherogrammen nach UV-LIF Detektion hinsichtlich ihres
Signal-Rausch-Verhéltnisses zu optimieren sind die beteiligten, bei Anregung im UV (A < 300 nm)
fluoreszierenden Stoffe hinsichtlich einer moglichen Diskriminierung aufgrund unterschiedlicher
Fluoreszenz-Lebenszeiten untersucht worden. Dazu sind an dem verwendeten Trennpuffer (4 %
Pullulan, 100 mM Tris, 100 mM CHES, pH = 8,1), dem als Chipobermaterial verwendeten
Elastomer PDMS und dem fir das Fluoreszenzsignal aus Proteinen wesentlich verantwortlichen
PDMS UV Fluoreszenz-Lebenszeit-Messungen (UV-FLIM) mit dem von Schittpelz et al.
publizierten Aufbau [119] durchgefiihrt worden. In der nachfolgenden Abbildung 14 sind die
gemessenen mittleren Fluoreszenz-Lebenszeiten in einem Falschfarbenbild dargestellt, wobei
die Farben fiir die mittleren Fluoreszenz-Lebenszeiten an der jeweiligen Stelle stehen. Es werden
hier die mittleren Fluoreszenz-Lebenszeiten verwendet, da zumindest fir das PDMS und den
Trennpuffer nicht bekannt ist, wie die Fluoreszenzabklingkurve angefittet werden misste. Der
Farbbalken auf der rechten Seite in der Abbildung ist von 1,5 bis 4,5 skaliert und gibt die
Lebenszeit in ns an.
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Abbildung 14: UV-FLIM; oben links: 1 mM Tryptophan-Lésung (pH = 8,1); oben rechts: PDMS
(Mischungsverhaltnis 10:1); unten: Pullulan-Trennpuffer (4 % Pullulan, 100 mM Tris, 100 mM
CHES, pH = 8,1). Die mittlere Fluoreszenzlebenszeit fiir den Pullulan-Trennpuffer liegt nur wenig
unter 2 ns, bei 2,6 ns fiir die Tryptophan-Losung und wenig Gber 4 ns fiir das PDMS.

Da die mittlere Fluoreszenz-Lebenszeit fiir das Tryptophan mit 2,6 ns nur wenig Uber der
mittleren Lebenszeit von 2 ns fiir den ohnehin nur schwach fluoreszierenden Trennpuffer liegt,
ist bei einer Lebenszeitaufgelosten Fluoreszenzdetektion auch aufgrund der daraus
resultierenden niedrigeren Signalintensitat fir das Tryptophan nicht von einer signifikanten
Verbesserung des Signal-Rausch-Verhéltnisses fir die UV-LIF Detektion von Proteinen
auszugehen. Bei dem stérker fluoreszierenden Elastomer PDMS mit einer mittleren Fluoreszenz-
Lebenszeit von etwas mehr als 4 ns wadre eine Diskriminierung von dem Fluoreszenzsignal vom
Tryptophan aufgrund der deutlich gréReren Fluoreszenz-Lebenszeit durch eine
Lebenszeitaufgeloste UV-LIF Detektion gar nicht erst moglich.

5.1.2 SPEKTREN ZUR UNTERSUCHUNG DER UV-HINTERGRUNDFLUORESZENZ

Ein weiterer kritischer Aspekt in der UV-LIF Detektion ist die Hintergrundfluoreszenz, da
aufgrund der hohen Energie der Photonen im UV-Bereich viele Molekile zur Fluoreszenz
angeregt werden, die im klassischen Sinn nicht als Fluorophore gelten. Insbesondere bei der
Detektion von Proteinen, deren Fluoreszenz im Wesentlichen auf der Aminosaure Tryptophan
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beruht, gilt es Molekiile innerhalb des Detektionsvolumens zu vermeiden, die bei einer
Anregung im UV-Bereich (hier A, = 266 nm) eine Fluoreszenzemission in einem
Wellenlangenbereich um A, = 360 nm aufweisen, da Tryptophan hier sein Emissionsmaximum
besitzt. Gleichzeitig sollte der Lichtweg vor dem Detektionsvolumen mdglichst wenige Molekile
(Materialien) besitzen, die zu einer signifikanten Absorption des Anregungslichts flhren.
Beispielsweise wird das emittierte Licht des in dieser Arbeit fir die UV-LIF Detektion
verwendeten Nd:YAG Lasers (L = 266 nm, Nanolase, Grenoble, Frankreich) auch bei maximaler
Leistung von 5 mW bereits von einem Standarddeckglas fiir die Mikroskopie (Menzel,
Braunschweig, Deutschland) aus Kalk-Natron-Glas mit einer Dicke von 0,13 mm bis 0,16 mm
(Herstellerangabe) so stark absorbiert, daR auch mit dem hier zur UV-LIF Detektion verwendeten
PMT (H6240, Hamamatsu, Shimokanzo, Japan) die Intensitat dahinter nicht mehr messbar ist.

Zur Untersuchung der Hintergrundfluoreszenz der verschiedenen Mikrofluidik-Chips (PDMS-
Chips, s. 4.5.1; PQW-Chips, s. 4.5.2; QG-Chips, s. 4.6.1), die in dieser Arbeit fur die UV-LIF
Detektion verwendet worden sind, ist der Aufbau (s. 3.1 UV/VIS-LIF Detektion) modifiziert
worden, indem der PMT (H6240, Hamamatsu, Shimokanzo, Japan) als Detektor an einem UV/VIS
Spektrometer (Triax 190, Horiba Jobin Yvon, Edison, New Jersey, USA) befestigt worden ist.
Somit verlauft der Strahlengang fir das emittierte Fluoreszenzlicht durch das UV/VIS
Spektrometer, wo es durch Beugungsgitter spektral aufgeldst wird und zeitlich versetzt auf den
Detektor trifft. Zudem ist der fiir die UV-LIF Detektion verwendete Emissionsfilter (360/50, AHF
Analysetechnik, Tubingen, Deutschland) entfernt worden, damit die Aufnahme eines breiteren
Spektrums ermoglicht wird. Dieser Filter ist bei der Erstellung von
Einzelzellelektropherogrammen, bei der Proteintrennung und der Bestimmung der
Detektionsgrenze mit UV-LIF Detektion in dieser Arbeit verwendet worden. Optional ist die
Laserleistung mit einem fiir den UV-Bereich geeigneten Graufilter (AHF Analysetechnik,
Tibingen, Deutschland) mit 10 % Transmission, der als Anregungsfilter verwendet worden ist
reduziert worden. Da bei den verschiedenen Mikrofluidik-Chips die Unterseite jeweils aus dem
gleichen hochwertigen Quarzglas in der gleichen Dicke (0,2 mm) besteht, sind zum Vergleich
auch Spektren von einem gereinigten Deckglas aus gleichem Glas, dem Suprasil | (Aachener
Quarzglas Technologie Heinrich, Aachen, Deutschland), in gleicher Materialstdrke (0,2 mm),
aufgenommen worden. Dabei ist wie bei den Einzelzellexperimenten mit UV-LIF Detektion der
Objektivfokus in den Kanalen jeweils in die Kanalmitte gelegt worden. Zudem sind die
Mikrofluidikkandle jeweils mit einem 10 mM Tris-Puffer (pH = 8,2) befillt worden. Bei den
Spektren, die neben den Kanadlen aufgenommen worden sind, bzw. auch bei dem Deckglas, ist
der Fokus jeweils auf die Oberseite der 0,2 mm dicken Glaser, d.h. bei den Mikrofluidik-Chips in
die Schicht zwischen die verschiedenen Materialien aus denen deren Ober- und Unterseite
bestehen, eingestellt worden. Dabei ist auf die Aufnahme von Spektren neben den Mikrokanalen
bei den PQW-Chips verzichtet worden, da diese neben dem kleinen Quarzfenster am
Detektionspunkt auf dem Kanal wie die PDMS-Chips das gleiche Obermaterial (PDMS) besitzen
und somit mit diesen im Aufbau an diesen Stellen identisch sind.

In der Abbildung 15 sind die Fluoreszenzemissionsspektren der verschiedenen Mikrofluidik-Chips
und des Deckglases aus Suprasil | bei einer Anregung (L., = 266 nm) mit einer Laserleistung von
500 uW dargestellt. Dabei ist der interessante Wellenlangenbereich um 360 nm, wo auch das
Emissionsmaximum von Tryptophan liegt, der auch durch den Emissionsfilter (360/50) gelangt,
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mit senkrecht gepunkteten Linien markiert. In diesem Bereich der Spektren ist sehr gut zu
erkennen, dal die Hintergrundfluoreszenz der PDMS-Chips deutlich héher ist als bei den PQW-
Chips. Interessanterweise liegt die Fluoreszenzintensitdt bei den PDMS-Chips mit dem Fokus
direkt unter dem PDMS noch (ber der Intensitat mit dem Fokus im Kanal. Dies liegt
wahrscheinlich daran, da® aufgrund der hoheren Laserintensitdt im Mittelpunkt des Fokus hier
weniger PDMS zur Fluoreszenzemission angeregt wird, aus welchem im Detektionsvolumen
noch Licht auf den Detektor trifft. Dies zeigt aber auch, dald das an sich im sichtbaren Bereich
hoch transparente und fluoreszenzarme PDMS bei Anregung mit geeigneter Wellenldange (hier
266 nm) eine unerwiinschte Fluoreszenzemission in dem Bereich aufweist, in dem Tryptophan
sinnvoll  detektiert werden kann. Gleichzeitig ist gut zu erkennen, dall die
Hintergrundfluoreszenz der PQW-Chips in diesem Bereich nur wenig Uber der
Emissionsintensitat der QG-Chips und des Deckglases aus Suprasil | liegt. Bei den letzten Beiden
ist in den Spektren, bei einer Anregung mit dieser Laserleistung (500 pW), die gemessene
Intensitdt sogar nicht mehr vom Hintergrundrauschen zu unterscheiden. Dies liegt natlrlich auch
an der reduzierten Emissionsintensitit, die noch auf den PMT trifft nach der
Monochromatisierung aufgrund des Spektrometers.
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Abbildung 15: Fluoreszenzemissionsspektren (Ao, = 266 nm) von einem PDMS-Chip, einem PQW-
Chip, einem QG-Chip und einem hochwertigen Quarzglasdeckglas (Suprasil I, 60 mm x 24 mm x
0,2 mm). Die Mikrokanale sind befillt mit einem Tris-Puffer (10 mM, pH = 8,2) und die Anregung
ist mit einer Laserleistung von 500 uW durchgefiihrt worden [111].

In der Abbildung 16 sind die Fluoreszenzemissionsspektren der QG-Chips, der PQW-Chips und
des Deckglases aus Suprasil | bei einer Anregung (Ae = 266 nm) mit einer Laserleistung von 5
mW dargestellt. Erneut ist der interessante Wellenldngenbereich um 360 nm, der auch durch
den Emissionsfilter (360/50) gelangt, mit senkrecht gepunkteten Linien markiert. Dabei ist es
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leider nicht moglich bei dieser Laserleistung reproduzierbare Spektren von den PDMS-Chips oder
von Bereichen auRerhalb des Trennkanals unter dem kleinen Quarzglasfenster bei den PQW-
Chips zu erhalten, da das PDMS durch den hohen Energieeintrag zerstort wird. Dennoch ist hier
besser zu erkennen, daf’ die Intensitdt der Hintergrundfluoreszenz bei den QG-Chips im
relevanten Bereich fir die UV-LIF Detektion von Tryptophan noch etwas niedriger ist, als bei den
PQW-Chips. Dabei ist die Fluoreszenzintensitdt der QG-Chips sogar so gering, unabhangig davon
ob der Fokus im Mikrokanal oder daneben liegt, daR sich diese hier nicht mehr von der Intensitat
bei dem Deckglas aus hochwertigem Quarzglas (Suprasil 1) unterscheiden ldsst. Dies ist
vorteilhaft in der UV-LIF Detektion, da sich aufgrund der sehr geringen Hintergrundfluoreszenz
eine hohere Signalintensitat flr das Tryptophan und damit eine niedrigere Detektionsgrenze
erreichen lasst [111] (s. auch 5.5 Nachweisgrenze).
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Abbildung 16: Fluoreszenzemissionsspektren (Ao, = 266 nm) von einem PQW-Chip, einem QG-
Chip und einem hochwertigen Quarzglasdeckglas (Suprasil I, 60 mm x 24 mm x 0,2 mm). Die
Mikrokanéle sind befllt mit einem Tris-Puffer (10 mM, pH = 8,2) und die Anregung ist mit einer
Laserleistung von 5 mW durchgefiihrt worden.

5.2 PH-ABHANGIGKEIT

Besonders bei der UV-LIF Detektion lasst sich eine erhéhte Fluoreszenzintensitat bei basischen
(hoheren) pH-Werten fiir die aromatische Aminosdure Tryptophan feststellen, die auf eine
erhohte Fluoreszenz-Lebenszeit zurlickzufiihren ist [120]. Zur genaueren Untersuchung sind mit
einem Fluoreszenzspektrometer (LS 45 luminescence spectrometer, PerkinElmer, Waltham,
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Massachusetts, USA) Fluoreszenzemissionsspektren von Tryptophan-Losungen gleicher
Konzentration (10 mM) mit unterschiedlichen pH-Werten (von 1,6 bis 13,0) aufgenommen
worden. Die Ergebnisse sind in der nachfolgenden Abbildung 17 dargestellt.
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Abbildung 17: Intensitdten der Fluoreszenzemission von 10 mM Tryptophan-Lésungen (in PBS) in
Abhdngigkeit vom pH-Wert (Aoq = 280 nm, Agee = 335-385 nm. Insert: Ausgewadhlte

Emissionsspektren derselben Tryptophan-Losungen mit pH-Werten von 1,6 bis 13,0 (A, = 280
nm) [118].

Bei der in Abbildung 17 dargestellten Kurve sind fiir die einzelnen Datenpunkte aus gemessenen
Fluoreszenzemissionsspektren die Intensitdaten jeweils in dem Intervall zwischen 335 nm und 385
nm aufsummiert worden. Dieses Intervall entspricht dem hochtransparenten Bereich des in allen
UV-LIF Messungen verwendeten Emissionsfilters (360/50). Dabei wird auch die bei den
ausgewahlten Spektren sichtbare Rotverschiebung bei basischen pH-Werten in ihrer Auswirkung
auf die messbare Fluoreszenzintensitat in den UV-LIF Messungen bericksichtigt.

Die Untersuchung der Fluoreszenzintensitat von der aromatischen Aminosaure Tryptophan in
Abhangigkeit vom pH-Wert des Trennpuffers ergibt flir eine maximale Fluoreszenzintensitat
einen optimalen pH-Wert von =11 [118].

5.3 PQW-CHIPS
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Zur Verbesserung des Detektionslimits und des Signal-Rausch-Verhaltnis, welches hauptsachlich
durch die Hintergrundfluoreszenz des PDMS bei den PDMS-Chips negativ beeinflusst worden ist,
sind PQW-Chips mit einem Quarzfenster oberhalb des Trennkanals am Detektionspunkt
hergestellt worden [118].

Abbildung 18: Photographie von zwei PDMS-Quartz-Window-Chips (PQW-Chips) auf einem
hochwertigen Quarzdeckglas (Suprasil I, 60 mm x 24 mm x 0,2 mm). Uber dem Trennkanal
befinden sich am Detektionspunkt 5x5 mm? Quarzfenster. Alle acht Reservoire der Chips sind mit
zusatzlichen in PDMS gestanzten Lochern vergroRert worden. Der linke Chip ist zur besseren
Sichtbarkeit der Reservoire und der Mikrofluidikkandle mit dem Farbstoff Eosin befillt.

Die Verwendung von PQW-Chips (s. Abbildung 18) erlaubt aufgrund der deutlich niedrigeren
Hintergrundfluoreszenz des Quarzglases im Vergleich zum PDMS auch die Verwendung eines
groBeren Pinholes (1000 um anstatt 400 um) fur die UV-LIF Detektion (vergleich Abbildung 13
und Abbildung 20).
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Abbildung 19: Vergleich des Fluoreszenzhintergrunds im Mikrofluidikkanal von herkdmmlichen
PDMS-Chips (blaue Kurve) mit dem in den neuartigen PQW-Chips (griine Kurve). Die Kanale der
Chips sind befillt mit Trennpuffer (100 mM Tris, 100 mM CHES, 4 % Pullulan, pH = 11,0). Die UV-
LIF Detektion wurde mit einer Laserleistung von 500 uW und einem 1000 pm Pinhole bei einer
Trennspannung von 225 V/cm durchgefiihrt (Ao = 266 nm, Ager = 360/50 nm) [118].
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Beim direkten Vergleich der Intensititen des Fluoreszenzsignals in den, mit Trennpuffer
befillten neuartigen PQW-Chips und den herkdmmlichen PDMS-Chips (s. Abbildung 19), werden
die Vorteile der Quarzglasfenster tGber dem Trennkanal am Detektionspunkt der Mikrofluidik-
Chips gegeniiber dem PDMS fiir die UV-LIF Detektion mit einer Anregungswellenlange von 266
nm besonders deutlich. Hierdurch ist eine Reduzierung des Fluoreszenzhintergrunds um mehr
als 75 % erzielt worden [118], ohne dabei die optische Transparenz des Chips im sichtbaren
Wellenldangenbereich zu beeinflussen. Dies ist insbesondere fiir die Einzelzellexperimente von
grolRem Interesse, damit der Transport der einzelnen Zellen durch die Mikrofluidikkanale, wie
auch die Positionierung des Laserfokus fir die Detektion optisch kontrolliert werden kann.
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Abbildung 20 a & b: Basislinien korrigierte Elektropherogramme jeweils einer einzelnen Sf9 Zelle
mit nativer UV-LIF Detektion (A, = 266 nm) in PQW-Chips. Die Zellen sind mit einem elektrischen
Puls von 1800 V/cm fiir 50 ms lysiert worden. Die Kandle in dem PDMS sind mit F108 beschichtet
und die UV-LIF Detektion wurde mit einer Laserleistung von 500 uW und einem 1000 um Pinhole
bei einer Trennspannung von 225 V/cm in Trennpuffer (100 mM Tris, 100 mM CHES, 4 %
Pullulan, pH = 11,0) durchgefiihrt [118]. Das Chiplayout und die Durchfiihrung sind im Material
und Methodenteil (s. 4.2.1, 4.3.1, 4.5 und 4.5.2) dieser Arbeit beschrieben.

Bei den Einzelzellelektropherogrammen in den Abbildung 20a & b sind jeweils =50-55 Peaks pro
einzelner Sf9 Zelle in den neuartigen PQW-Chips gemessen worden. Im Vergleich zu den ersten
Einzelzellelektropherogrammen [110] (s. Abbildung 13a & b) sind dies finfmal mehr Peaks mit
einer durchschnittlich viermal so hohen Intensitdt. Damit vereinen die PQW-Chips mit dem, in
das PDMS integrierten Quarzfenster, die Vorteile von herkémmlichen PDMS-Chips mit der fir
die UV-LIF Detektion nitzlichen, da deutlich héheren Transparenz im UV-Bereich von kiinstlichen
Quarzglasern hochster Gite. So bleibt die, besonders fiir Experimente mit lebenden Zellen oft
notwendige hohe Gaspermeabilitdit des PDMS bei den PQW-Chips erhalten, wahrend die
Produktionskosten vergleichbar niedrig sind, wie fur die zuvor in Versuchen mit UV-LIF Detektion
eingesetzten PDMS-Chips [118].

Fir die Trennung von Proteinen aus Einzelzellen mit anschlieRender VIS-LIF Detektion (s. 3.1
UV/VIS-LIF Detektion) sind gleichfalls PQW-Chips verwendet worden. Dazu sind zuerst die Sf9-
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Zellen fiir die unspezifische Markierung aller Proteine in den Zellen mit 5(6)-Carboxyfluorescein-
Diacetat-Succinimidylester (CFDA-SE, Life Technologies, Darmstadt, Deutschland) behandelt
worden (s. 4.3.2). Dieser anfangs nicht fluoreszierende, lipophile, membrangangige Farbstoff
diffundiert durch die Zellmembran und bindet, nachdem in lebenden Zellen Esterasen die
Acetylgruppen abgespalten haben und somit der eigentliche Fluoreszenzfarbstoff
Carboxyfluorescein-Succinimidylester entstanden ist, an primare Aminogruppen [116], d.h. an
frei zugangliche Seitenketten der Aminosaure Lysin und N-Termini von Proteinen und Peptiden.
Fir die Erstellung des Einzelzellelektropherogramms in der Abbildung 21 ist ein Trennpuffer mit
einem pH-Wert von 8,9 (100 mM Tris, 100 mM CHES, 4 % Pullulan) verwendet worden, da das
Fluorescein als Fluoreszenzfarbstoff im sichtbaren Wellenlangenbereich anders als das
Tryptophan eine Quantenausbeute von bis zu 0,93 erreicht, wahrend das Tryptophan gel6st in
Wasser sogar nur eine solche von 0,14 besitzt [121]. Die Wande der Mikrokanale sind fiir 20 h
mit einer 500 uM Losung aus Pluronic F108 und Wasser beschichtet worden, bevor der PQW-
Chip nach dem Spiilen mit Wasser mit dem Trennpuffer befiillt worden ist. Anschliefend ist eine
einzelne, der im Trennpuffer resuspendierten Sf9 Zellen mit hydrodynamischem Fluss durch
einen Seitenkanal zu der Kreuzung im Chip gefiihrt worden, wo diese von Pfosten aufgehalten
wird. Die Lyse der Zelle erfolgt mit einem kurzen elektrischen Hochspannungspuls (1500 V/cm
fir 50 ms). Danach werden die Proteine aus der Zelle elektrophoretisch (Spannung = 300 V/cm)
in einem der Kandle getrennt, bevor diese mittels VIS-LIF in einer Entfernung von 10 mm bis zur
Kreuzung detektiert werden.
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Abbildung 21: Elektropherogramm einer einzelnen Sf9 Zelle mit VIS-LIF Detektion (Anregung mit
Argon-lonen Laser, Ae = 488 nm) nach unspezifischer Fluoreszenzmarkierung aller Proteine mit
CFDA-SE in einem PQW-Chip. Die Zelle ist mit einem elektrischen Puls von 1500 V/cm fiir 50 ms
lysiert worden. Die Kanale in dem PDMS sind mit F108 beschichtet und die VIS-LIF Detektion
wurde mit einer Laserleistung von 10 mW und einem 1000 um Pinhole bei einer
Trennspannung von 300 V/cm in Trennpuffer (100 mM Tris, 100 mM CHES, 4 % Pullulan, pH =
8,9) durchgefiihrt. Das Chiplayout und die Durchfiihrung sind im Material und Methodenteil (s.
4.2.1,4.3.1,4.3.2,4.5 und 4.5.2) dieser Arbeit beschrieben.
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In dem Einzelzellelektropherogramm der Abbildung 21, das nach der Lyse einer einzelnen Sf9
Insektenzelle entstanden ist, sind =15 sehr schmale Peaks und ein sehr grofler Peak zu Beginn
der Messung zu sehen. Der groRe Peak zu Beginn stammt vermutlich von freiem Farbstoff, der
beim Einspuilen der Zelle aus dem Reservoir in dem sich auch noch weitere Zellen befinden, z.B.
aus mechanisch zerstérten oder apoptotisch lysierten Zellen, in den Kreuzungsbereich des PQW-
Chips gelangt ist. Insgesamt ist aber auch die Intensitat des Basissignals im Verlauf der Messung
mit VIS-LIF Detektion sehr hoch (vergl. Abbildung 19 mit UV-LIF Detektion) und ungleichmaRig
mit einem Maximum bei etwa 300 s. Dies ware moglicherweise durch eine nicht vollstindig
lysierte Zelle, aus der im Verlauf der Messung noch freie Fluoreszenzfarbstoffmolekile auslaufen
zu erklaren, konnte aber nicht durch eine abschlieBende optische Kontrolle bestatigt werden.
Dennoch ist eine hohe Intensitdt des Fluoreszenzsignals des Carboxyfluorescein-
Succinimidylesters ein starkes Indiz dafiir, dall die Zelle zumindest zum Zeitpunkt der
Behandlung mit CFDA-SE, wahrscheinlich aber auch bis zur Zelllyse lebendig gewesen ist [122].
Dies kann auch in dem Photo einer Sf9-Zelle nach Behandlung mit CFDA-SE bei der direkten
Anregung mit dem Argon-lonen Laser (L., = 488 nm) beobachtet werden (s. Abbildung 22).
AulRerdem stellt die unspezifische Fluoreszenzmarkierung aller Proteine mit VIS-LIF Detektion
eine interessante Erganzung zur nativen UV-LIF Detektion dar, wenngleich durch die
Derivatisierung auch die Loslichkeit und Ladung und daher auch das Migrationsverhalten der
Proteine verandert wird. Daflir kann bei der VIS-LIF Detektion auf die kostspieligeren optischen
Komponenten und Chipmaterialien aus Quarzglas verzichtet werden.

Abbildung 22: Photo einer Sf9-Zelle, die direkt mit dem Argon-lonen Laser (A, = 488 nm,
Laserleistung 2 mW) zur Fluoreszenz des Carboxyfluorescein-Succinimidylesters angeregt wird.
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Dazu ist ein Tropfen (20 pL) der Zellsuspension nach Behandlung mit CFDA-SE (s. 4.3.2) auf ein
Deckglas auf dem Aufbau fur die UV/VIS-LIF Detektion (s. 3.1) pipettiert worden. Die hohe
Intensitat der Fluoreszenzemission ist ein Zeichen fiir eine lebende Zelle mit einer fir die
Spaltung des nicht fluoreszierenden CFDA-SE notwendigen cytosolischen Esteraseaktivitat.

5.4 QG-CHIPS

Fir die Aufnahme von Einzelzellelektropherogrammen werden QG-Chips aus hochwertigen
Quarzglasern verwendet (s. 4.6.1 QG-Chips). Diese weisen eine hohe Transparenz bei der
Wellenldnge (Aex = 266 nm) des bei der UV-LIF Detektion verwendeten Lasers auf. Gleichzeitig ist
die Intensitat der Hintergrundfluoreszenz wesentlich niedriger als bei den anfangs verwendeten
PDMS-Chips und liegt sogar noch unter der gemessenen Intensitat bei den anschlieRend durch
ein kleines Quarzfenster am Detektionspunkt oberhalb des Trennkanals verbesserten PQW-
Chips (s. 5.1.2 Spektren zur Untersuchung der UV-Hintergrundfluoreszenz). Ein Photo eines QG-
Chips mit vergroRRerten Reservoiren durch die Auflage von kleinen PDMS-Stiicken mit Lochern ist
in der nachfolgenden Abbildung 23 gezeigt.

Abbildung 23: Photographie von einem Quarzglas-Chip (QG-Chip) mit zwei linearen Kanalen und
zwei gegeniberliegenden Mikrofluidikstrukturen flr die Aufnahme von
Einzelzellelektropherogrammen mit 3 cm langen Trennkanalen. Die vier Reservoire der rechten
Struktur sind mit zuséatzlichen in PDMS gestanzten Léchern vergrofRert worden. Zur besseren
Sichtbarkeit der Reservoire und der Mikrofluidikkandle sind diese zusatzlich mit dem Farbstoff
Eosin befiillt. Der QG-Chip besteht aus den zwei hochwertigen Quarzglasern Suprasil |
(Unterseite, 0,2 mm) und Lithosil Q1 (Oberseite, 0,5 mm).

Fir die Aufnahme von Einzelzellelektropherogrammen erlauben die QG-Chips, vor allem
aufgrund der geringen Hintergrundfluoreszenz im Bereich um das Emissionsmaximum der
Aminosaure Tryptophan (360 nm), wie bereits zuvor auch die PQW-Chips die Verwendung eines
groBeren Pinholes (1000 pm anstatt 400 um) als beim Einsatz von PDMS-Chips fiir die UV-LIF
Detektion (vergleich Abbildung 13 und Abbildung 24). Gleichzeitig ist zur Verminderung der
Geschwindigkeit des EOF’s, wie auch der unspezifischen Proteinadsorption anstelle der zuvor
verwendeten statischen Beschichtung mit Pluronic F108 (BASF, Ludwigshafen, Deutschland) eine
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dynamische Beschichtung der Kanalwdnde mit n-Dodecyl-RB-maltosid (DDM) und Methylcellulose
(MC) (beide von Sigma-Aldrich, Miinchen, Deutschland), die sich auch wahrend der Messung im
Trennpuffer befindet, benutzt worden. Die Reduktion des EOF, wie auch die Erhéhung der
Viskositat des Puffers ist bereits zuvor von Dang et al. untersucht worden [123]. Zudem ist nach
Optimierung, aufgrund der Untersuchung der pH-Abhangigkeit (s. 5.2) der Intensitat der
Fluoreszenzemission des Tryptophan, ein Trennpuffer mit einem pH-Wert von 11,0 (0,25% DDM,
0,03 % MC, 100 mM Tris, 100 mM CHES, 4 % Pullulan) anstelle des zuvor eingesetzten
Trennpuffers mit einem pH-Wert von 8,4 (100 mM Tris, 100 mM CHES, 4 % Pullulan, s. Abbildung
13) verwendet worden. Die Kanéale in dem QG-Chip werden wie zuvor unter Zuhilfenahme einer
Wasserstrahlpumpe mit dem Trennpuffer befiillt. AnschlieBend wird eine einzelne, der im
Trennpuffer resuspendierten Sf9 Zellen mittels hydrodynamischen Flusses durch einen
Seitenkanal zu der Kreuzung im Chip gefiihrt, wo diese von Pfosten festgehalten wird. Die Lyse
der Zelle erfolgt mit einem kurzen elektrischen Hochspannungspuls (2000 V/cm fir 50 ms).
Danach werden die Proteine aus der Zelle elektrophoretisch (Spannung = 200 V/cm) in einem
der Kanale getrennt, bevor diese mittels UV-LIF in einer Entfernung von 5 mm von der Kreuzung
detektiert werden (s. Abbildung 24).
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Abbildung 24: Basislinien korrigiertes Elektropherogramm einer einzelnen Sf9 Zelle mit nativer
UV-LIF Detektion (A, = 266 nm) in einem QG-Chip. Die Kanéle sind dynamisch beschichtet mit
DDM und MC (Trennpuffer: 0,25% DDM, 0,03 % MC, 100 mM Tris, 100 mM CHES, 4 % Pullulan,
pH = 11,0). Die UV-LIF Detektion wurde mit einer Laserleistung von 150 pyW und einem 1000 um
Pinhole bei einer Trennspannung von 200 V/cm durchgefiihrt. Die Zellen sind mit einem
elektrischen Puls von 2000 V/cm fir 50 ms lysiert worden. Das genaue Chiplayout und die
Durchfiihrung sind im Material und Methodenteil (s. 4.2.1, 4.3.1 und 4.6.1) dieser Arbeit
beschrieben.
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In dem Elektropherogramm in der Abbildung 24 sind =20 deutlich voneinander getrennte Peaks
nach der Lyse von einer einzelnen Sf9-Zelle detektiert worden. Dabei ist die
Fluoreszenzintensitat der Peaks aufgrund der geringen Hintergrundfluoreszenz der QG-Chips,
der Verwendung eines groReren Pinholes fiir die UV-LIF Detektion und des erhéhten pH-Werts
des Trennpuffers deutlich hoher als bei Einzelzellelektropherogrammen, die bei Messungen mit
PDMS-Chips erhalten worden sind (vergl. Abbildung 13a). Die hier mit einem QG-Chip
erhaltenen Peaks sind sogar in der Hohe der Intensitat vergleichbar mit denen aus
Einzelzellelektropherogrammen, die aus Messungen mit PQW-Chips (s. Abbildung 20) mit
demselben Pinhole und dem gleichen pH-Wert des Trennpuffers stammen, obwohl dabei mit
500 pW im Vergleich zu 150 pW eine hohere Laserleistung fiir die Fluoreszenzanregung
verwendet worden ist [111].

5.5 NACHWEISGRENZE

Da die native Fluoreszenz von Proteinen bei einer Anregung im UV-Bereich hauptsachlich auf der
aromatischen Aminosdure Tryptophan beruht, ist diese auch zur Bestimmung der
Nachweisgrenze des im Material und Methodenteil dieser Arbeit (s. 3.2) beschriebenen Aufbaus
verwendet worden. Das Elektropherogramm in der Abbildung 25 stellt dazu das Ergebnis aus
einer Messung mit nativer UV-LIF Detektion (Ao, = 266 nm), von der niedrigsten Konzentration
bei der das Signal noch vom Rauschen des Hintergrunds unterschieden werden kann. Dazu ist in
einem QG-Chip (s. 4.6.1), der zuvor statisch mit Pluronic F108 (BASF, Ludwigshafen,
Deutschland) beschichtet worden ist, eine Tryptophan-Losung in einer Konzentration von 10 nM
(in 10 mM Tris-Puffer, pH= 8,2) nach der Injektion (,pinched injection”) mit einer Trennspannung
von 228 V/cm elektrophoretisch zu dem Laserfokus, der sich 5 mm hinter dem Kreuz mitten im
Kanal befindet und als Detektionspunkt dient, bewegt worden.
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Abbildung 25: Basislinien korrigiertes Elektropherogramm der UV-LIF Detektion (Ae, = 266 nm)
einer 10 nM Tryptophan-Lésung, die mit einer Feldstarke von 228 V/cm injiziert worden ist
(engl.: pinched injection, Detektion 5 mm hinter dem Kreuz). Die Kanéle in dem QG-Chip sind mit
dem Triblockcopolymer F108 statisch beschichtet (Trennpuffer: 10 mM Tris, pH = 8,2) und die
UV-LIF Detektion ist mit einer Laserleistung von 500 pW und einem 1000 pm Pinhole
durchgefiihrt worden. Die Daten sind mit einem 5 Punkte Binning geglattet worden [111].

Der Peak in der Abbildung 25, der von der 10 nM Tryptophan-Losung stammt, ist mit dem
Programm Origin (OriginLab, Northampton, Massachusetts, USA) mit einer Gaul-Fit-Funktion
gefittet worden (s. rote Linie). Dabei betrdgt das Signal-Rausch-Verhiltnis fir diesen Peak 11,9,
woraus sich eine theoretische Nachweisgrenze von 2,5 nM fir das Tryptophan ergibt (unter der
Annahme eines hinreichenden Signal-Rausch-Verhaltnis von 3). Damit liegt die theoretische
Nachweisgrenze durch die Verwendung eines QG-Chips, mit gleichem Pinhole (Durchmesser =
1000 um) und gleicher Laserleistung (500 uW), die fiir die Anregung verwendet worden ist, sogar
um eine ganze GroRenordnung niedriger, als zuvor, wo Hellmich et al. mit demselben Aufbau fir
die UV-LIF Detektion und der Verwendung von PDMS-Chips, bei denen zur Reduktion der
Hintergrundfluoreszenz das PDMS mit Carbon Black-Nanopartikeln gemischt und eine
theoretische Detektionsgrenze von 25 nM fir Tryptophan berechnet worden ist [110]. Damit ist
nach Feinjustierung des Detektors und des Strahlengangs fiir den UV-Laser, wie der Verwendung
von einem QG-Chip mit extrem niedriger Hintergrundfluoreszenz (s. 5.1.2 Spektren zur
Untersuchung der UV-Hintergrundfluoreszenz) eine Steigerung der Detektionsempfindlichkeit
fir diesen Aufbau (s. 3.2) um einen Faktor von 14,2 erreicht worden (bezogen auf die
Signalintensitat mit 170 counts fir eine 10 nM Tryptophan-Losung gemessen mit einem QG-Chip
im Vergleich zu 120 counts fiir eine 100 nM Tryptophan-Losung gemessen von Hellmich et al.
[110] mit einem black-PDMS-Chip). Gleichzeitig liegt die hier mit einem durch ein anisotropes
Atzverfahren strukturierten QG-Chip (s. 4.6 DRIESO und 4.6.1 QG-Chips) erreichte
Nachweisgrenze in einem Mikrofluidik-Chip fiir Tryptophan wesentlich niedriger als diejenige,
die zuvor von Schulze et al. unter Verwendung von einem mit einem NaRatzverfahren
strukturierten Quarzglas-Chip mit der UV-LIF Detektion von einer 2 uM Tryptophan-Losung
bestimmt worden ist [124]. Uberdies ist die hier erreichte Nachweisgrenze die bisher niedrigste
fir Tryptophan, die mit nativer UV-LIF Detektion in einem Mikrofluidik-Chip erreicht worden ist
[111].

5.6 PROTEINTRENNUNG

Zur Charakterisierung der Trenneffizienz der QG-Chips ist eine Mischung aus Standardproteinen
in diesen getrennt worden. Wie bei der Erstellung des Einzelzellelektropherogramms mit einem
QG-Chip (s. Abbildung 24) ist auch in den nachfolgend dargestellten Proteintrennung mit UV-LIF
Detektion eine dynamische Beschichtung der Mikrokandle verwendet worden. Diese bietet
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gegenlber einer statischen Beschichtung den Vorteil, dall die Konzentration der Beschichtung
wahrend der Dauer einer Messung nicht verandert, was wiederum z.B. durch einen variierenden
EOF einen Einfluss auf die Messung haben koénnte. Die hier bei der nachfolgenden
Proteintrennung verwendete dynamische Beschichtung mit 0,1 % (w/w) n-Dodecyl-R-maltosid
(DDM), welches sich im Trennpuffer befindet, ist bereits zuvor von Huang et al. untersucht
worden und flhrt zu einer sehr starken Reduktion des EOF, wie auch der unspezifischen
Proteinadsorption [125]. Fiir die Trennung von drei Standardproteinen ist ein Trennpuffer (10
mM Tris, pH = 8,2) mit 0,1 % (w/w) DDM und eine Trennspannung von 286 V/cm verwendet
worden. Dabei sind die Proteine a-Chymotrypsinogen A, Catalase und Ovalbumin, die je in einer
Konzentration von 100 pg/mL (entsprechend 4 uM, 0,4 uM und 2,2 uM) im Trennpuffer gelGst,
gemeinsam injiziert (,,pinched injection”) worden. Die UV-LIF Detektion ist mit dem Laserfokus in
einem Abstand von 19,5 mm hinter dem Kreuz durchgefiihrt worden und die Proteine sind mit
einer Trennspannung von 286 V/cm innerhalb einer Zeit von 2 min in einem QG-Chip getrennt
worden (s. Abbildung 26).
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Abbildung 26: Basislinien korrigiertes Elektropherogramm der Trennung von nativen Proteinen
mit UV-LIF Detektion (Aex = 266 nm). Die drei Proteine a-Chymotrypsinogen A (1), Catalase (2)
und Ovalbumin (3) mit jeweils einer Konzentration von 100 pug/mL (entsprechend 4 uM, 0,4 uM
und 2,2 uM) sind in einer Mischung injiziert und mit einer Feldstarke von 286 V/cm getrennt
worden (engl.: pinched injection, Detektion 19,5 mm hinter dem Kreuz). Die Kanale in dem QG-
Chip sind dynamisch mit 0,1 % DDM im Trennpuffer (10 mM Tris, pH = 8,2), in dem auch die
Proteine geldst worden sind, beschichtet. Die UV-LIF Detektion ist mit einer Laserleistung von
500 uW und einem 1000 um Pinhole durchgefiihrt worden [111].
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In dem Elektropherogramm der Abbildung 26 betragt die Bodenhdhe fiir den ersten Peak, der
vom a-Chymotrypsinogen A stammt 98 um, fiir den zweiten Peak, der von der Catalase stammt
68 um und fir den dritten Peak, der vom Ovalbumin stammt 74 um. Dabei ergibt sich eine
Auflésung (R), flir den zweiten und den ersten Peak von 1,36, wie fiir den dritten und den
zweiten Peak von 1,12 und ist damit >1, so dal’ die drei Proteine nach Kriterien, die auch in der
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klassischen Saulenchromatographie angewendet werden, als klar voneinander getrennt. Dabei
erreicht der erste Peak sogar ein Signal-Rausch-Verhéltnis von 82,5, woraus sich eine
theoretische Detektionsgrenze von 3,6 ug/mL fir das a-Chymotrypsinogen A (entsprechend 145
nM) ergibt (unter der Annahme eines hinreichenden Signal-Rausch-Verhiltnis von 3). Im
Vergleich dazu sind zuvor von Schulze et al. fiir das gleiche Protein mit einem Quarzglas-Chip,
der allerdings mit einem NaRatzverfahren strukturiert worden ist, nur 12,5 pug/mL (entsprechend
500 nM) erreicht worden [124].

5.7 PARALLELE DETEKTION

Fir die Zuordnung von Peaks zu einem bestimmten Protein in Einzelzellelektropherogrammen,
die mit nativer UV-LIF Detektion erstellt worden sind ist der Aufbau (s. 3.1 UV/VIS-LIF Detektion)
modifiziert worden, so dal® durch die gleichzeitige Anregung im UV (A = 266 nm) und im VIS (Aex
= 488 nm) und Detektion des entsprechend emittierten Fluoreszenzlichts eine parallele UV/VIS-
LIF Detektion (s. 3.2) moglich wird. Insofern in einer Zelle nur ein Protein fluoreszenzmarkiert ist,
kénnen dann zeitgleich auftretende Peaks im sichtbaren und ultravioletten Bereich diesem
Protein zugeordnet werden. Im Folgenden werden dazu Sf9 PKCy-GFP Zellen verwendet, bei
denen das Protein PKCy mit dem griin fluoreszierenden Protein GFP fusioniert worden ist
[97,98]. Da sich die QG-Chips (s. 4.6.1) gegeniliber den anderen bisher verwendeten Mikrofluidik-
Chips bei der nativen UV-LIF Detektion besonders aufgrund der niedrigen
Hintergrundfluoreszenz als eindeutig liberlegen herausgestellt haben (s. 5.1.2, 5.4 und 5.5), sind
diese auch fir die Messungen mit paralleler UV/VIS LIF Detektion, die in den folgenden
Einzelzellelektropherogrammen dargestellt sind (s. Abbildung 27 und Abbildung 28), verwendet
worden.

Dabei ist zur Verminderung der Geschwindigkeit des EOF’s, wie auch der unspezifischen
Proteinadsorption anstelle der zuvor verwendeten dynamischen Beschichtung mit Dodecyl-R-
maltosid (DDM) und Methylcellulose (MC) (s. 5.4) eine dynamische Beschichtung der
Kanalwande nur mit Dodecyl-B-maltosid (DDM), die zuvor von Huang et al. untersucht worden
ist [125] und sich auch wahrend der Messung in einer Konzentration von 0,1 % (w/w) direkt im
Trennpuffer befindet, eingesetzt worden. Gleichzeitig ist die Viskositat im Trennpuffer durch die
Verwendung von 8 % (w/w) im Vergleich zu den zuvor verwendeten 4 % (w/w) erhéht, was
wiederum den EOF reduziert und bei der hybrid dynamischen Beschichtung mit DDM und MC
durch die Methylcellulose erreicht worden ist [123]. Das Pullulan im Trennpuffer (0,1 % DDM
(w/w), 100 mM Tris, 100 mM CHES, 8 % Pullulan, pH = 9,0), als langkettiges Zuckerpolymer,
bildet eine freischwimmende Trennmatrix, die bei einer erhohten Konzentration, dhnlich wie bei
Agarosegelen, kleinere Maschen (Poren) im Netzwerk und damit auch eine erhohte
Trennkapazitat aufweist.

Fir die Messungen werden die Kandle in dem QG-Chip wie zuvor unter Zuhilfenahme einer
Wasserstrahlpumpe mit dem Trennpuffer befiillt. AnschlieRend wird eine einzelne, der im
Trennpuffer resuspendierten Sf9 Zellen mittels hydrodynamischen Flusses durch einen
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Seitenkanal zu der Kreuzung im Chip gefiihrt, wo diese von Pfosten festgehalten wird. Die Lyse
der Zelle erfolgt mit einem kurzen elektrischen Hochspannungspuls (2500 V/cm fiir 100 ms).
Danach werden die Proteine aus der Zelle elektrophoretisch (Spannung = 220 V/cm) in einem
der Kanale getrennt, bevor diese mittels UV-LIF in einer Entfernung von 10 mm bis zur Kreuzung
detektiert werden (s. Abbildung 27 und Abbildung 28).
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Abbildung 27: Basislinien korrigiertes Elektropherogramm einer einzelnen Sf9 PKCy-GFP Zelle mit
paralleler nativer UV-LIF (Aex = 266 nm) und VIS-LIF (Aex = 488 nm) Detektion in einem QG-Chip.
Die Kanale sind dynamisch beschichtet mit DDM (Trennpuffer: 0,1 % DDM (w/w), 100 mM Tris,
100 mM CHES, 8 % Pullulan, pH = 9,0). Die UV-LIF Detektion wurde mit einer Laserleistung von
300 pW mit einem 1000 um Pinhole und die VIS-LIF Detektion mit einer Laserleistung von 2 mW
10 mm hinter dem Kreuz bei einer Trennspannung von 225 V/cm durchgefiihrt. Die Zellen sind
mit einem elektrischen Puls von 2500 V/cm fir 100 ms lysiert worden. Das genaue Chiplayout
und die Durchfiihrung sind im Material und Methodenteil (s. 4.2.1, 4.3.1, 4.5 und 4.6.1) dieser
Arbeit beschrieben.

In dem Elektropherogramm in der Abbildung 27 sind =50 deutlich voneinander getrennte Peaks
nach der Lyse von einer einzelnen Sf9 PKCy-GFP Zelle mit UV-LIF detektiert worden. Dabei ist die
Fluoreszenzintensitat der Peaks aufgrund der geringen Hintergrundfluoreszenz der QG-Chips
und der Verwendung eines groRen Pinholes (1000 um) deutlich hoher als bei
Einzelzellelektropherogrammen, die bei Messungen mit PDMS-Chips erhalten worden sind
(vergl. Abbildung 13a). Gleichzeitig sind dies mehr als doppelt so viele und auch schmalere
Peaks, als zuvor mit einem QG-Chip nach der Lyse einer Sf9 Zelle gemessen worden sind (s.
Abbildung 24). Dies liegt vermutlich an der hier erhéhten Trennkapazitat durch die Verwendung
einer hoheren Pullulan-Konzentration im Trennpuffer. Uberdies sind hier bei 379 s, 575 s und
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676 s drei eindeutige Peaks mit VIS-LIF detektiert worden, zu denen entsprechend bei der
gleichen Zeit jeweils Peaks im UV-Signal vorhanden sind. Diese Peaks stammen mit sehr hoher
Wahrscheinlichkeit von dem GFP-markierten Protein PKCy. Dabei gibt es dafiir, dal} dies nicht
nur ein Peak ist mehrere mogliche Ursachen (s. Diskussion zu Abbildung 28). Es ist allerdings
auch schon von Galla et al. gezeigt worden, daR bei paralleler UV/VIS-LIF Detektion mit
demselben Aufbau und der Verwendung von Carbon Black Nanopartikeln, die am
Detektionspunkt mit dem PDMS von PDMS-Mikrofluidik-Chips gemischt worden sind, nach der
Lyse einer Zelle aus der gleichen Zelllinie nur ein Peak im sichtbaren mit einem entsprechenden
im UV-Signal gemessen worden ist [126].
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Abbildung 28: Basislinien korrigiertes Elektropherogramm einer einzelnen Sf9 PKCy-GFP Zelle mit
paralleler nativer UV-LIF (Aex = 266 nm) und VIS-LIF (A = 488 nm) Detektion in einem QG-Chip.
Die Kanale sind dynamisch beschichtet mit DDM (Trennpuffer: 0,1 % DDM (w/w), 100 mM Tris,
100 mM CHES, 8 % Pullulan, pH = 9,0). Die UV-LIF Detektion wurde mit einer Laserleistung von
300 pW mit einem 1000 um Pinhole und die VIS-LIF Detektion mit einer Laserleistung von 2 mW
10 mm hinter dem Kreuz bei einer Trennspannung von 225 V/cm durchgefihrt. Die Zellen sind
mit einem elektrischen Puls von 2500 V/cm fir 100 ms lysiert worden. Das genaue Chiplayout
und die Durchfiihrung sind im Material und Methodenteil (s. 4.2.1, 4.3.1, 4.5 und 4.6.1) dieser
Arbeit beschrieben.

In dem Elektropherogramm in der Abbildung 28 sind =25 deutlich voneinander getrennte Peaks
nach der Lyse von einer einzelnen Sf9 PKCy-GFP Zelle mit UV-LIF detektiert worden. Dabei sind
hier parallel dazu flinf Peaks (bei 472 s, 784 s, 829 s, 860 s und 968 s) mit VIS-LIF detektiert
worden. Interessanterweise stimmen davon vier Peaks mit Peaks im UV-Signal Gberein, die zur
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gleichen Zeit aufgetreten sind und daher sehr wahrscheinlich auch hier von dem PKCy-GFP
Protein stammen. Allerdings fehlt diese Ubereinstimmung bei dem Peak, der bei 860 s im VIS-
Signal zu sehen ist und zu dem es keinen entsprechenden Peak im UV-Signal gibt. Dabei ist es
wichtig zu berlicksichtigen, daB die Isoenzyme der PKC in verschiedensten Zelltypen wichtige
Schlisselpositionen in der Regulation verschiedenster Signaltransduktionen besitzen. Dabei ist
die PKC unter anderem an der Regulation von Apoptose, Proliferation, Zelldifferenzierung und
Migration beteiligt. Allgemein werden konventionelle Proteinkinasen, wie die hier
fluoreszenzmarkierte PKCy, durch die Bindung von sekundaren Botenstoffen, wie Diacylglycerin
und Calciumionen aktiviert. Typischerweise erfolgt die Freisetzung dieser Botenstoffe der
Aktivierung von G-Protein gekoppelten Rezeptoren. Als Reaktion auf die Bindung der
sekundaren Botenstoffe wandert die PKC vom Zytoplasma an die Membran [97]. Zusétzlich
erfolgt die Aktivierung der Proteinkinase PKCy durch die Bindung von Phospholipiden an ihre
Proteindomane C1 und die Ca**-abhingige Bindung von Phospholipiden an ihre Proteindomane
C2. Gleichzeitig geht die Aktivierung mit einer Konformationsdnderung einher, der die PKCy aus
ihrer selbstinhibierenden Form im Zytoplasma in eine Form (lberfiihrt, in der die katalytische
Domadne mit der Substratbindetasche an der Membran frei zuganglich ist [127]. Letztlich kann
auch eine Uberexpression der PKCy, die in dieser nicht monoklonalen Sf9-Zelllinie in einzelnen
Zellen und eine mogliche Missfaltung, da es sich um ein heterologes Protein handelt, zu der
Bildung von Proteinaggregaten fiihren, die sich zudem auch noch in den verschiedensten
Zellkompartimenten befinden konnen [97,128]. Die Bildung sogenannter Aggresomen, die
oftmals von der Zelle nicht degradiert werden kénnen, ist insbesondere bei der Uberexpression
von Membranproteinen beobachtet worden [129]. All dies sind mogliche Ursachen, die dazu
gefiihrt haben konnen, daf in dem VIS-Signal der Einzelzellelektropherogramme, die in der
Abbildung 27 und der Abbildung 28 dargestellt sind drei bzw. vier Peaks mit einem
entsprechenden Peak im UV-Signal detektiert worden sind. Eine Uberexpression der PKCy und
eine damit einhergehende Fehllokalisierung oder die Bildung von Aggresomen kann aufgrund
der Heterogenitét einzelner Zellen kann gerade bei dieser polyklonalen Zelllinie (Sf9 PKCy-GFP),
bei der das Fusionskonstrukt in verschiedenen Zellen in unterschiedlicher Zahl und an
verschiedenen Orten in das Genom inseriert sein kann, nicht vollstandig ausgeschlossen werden
[97]. Dabei ist es jedoch wahrscheinlicher, daf es sich um das Protein PKCy in unterschiedlichen
Konformationen (aktive und inaktive Form) und zuséatzlich das gleiche Protein mit einem und
jeweils mehreren der potentiellen Bindungspartner (Ca**, Diacylglycerin und/oder Phospholipide
an den entsprechenden Proteindomanen C1 und/oder C2), wodurch entsprechend das
Migrationsverhalten verandert worden ist, handelt, da gerade diese Zelllinie erstellt und
entsprechend selektioniert worden ist, um eine Uberexpression zu vermeiden. Dies und die
zumindest in den meisten Zellen dieser Zelllinie korrekte Faltung des Proteins PKCy konnte durch
Aktivitatsstudien der Proteinkinase mittels automatisierter Mikroskopie gezeigt werden [97].
Auch der Peak bei 860 s im VIS-Signal des Einzelzellelektropherogramms der Abbildung 28 ohne
entsprechende Ubereinstimmung im UV-Signal, der vermutlich durch freies GFP verursacht
worden ist, ist ein Indiz dafiir, dal® die PKCy in den Zellen korrekt gefaltet ist und auch degradiert
werden kann. Da bei der lysosomalen Degradation von Fusionsproteinen das GFP meist
langsamer abgebaut wird, kann dieses spater bei eukaryotischen Zellen als freies GFP
nachgewiesen werden [130].
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5.8 OBERFLACHENSTRUKTUREN VON BAKTERIEN

Die Zelloberflachen von Bakterien sind charakteristisch aufgebaut und Unterscheiden sich von
Membranen und Zellwdnden eukaryotischer Zellen. Aufgrund dieser Oberflichen werden
Bakterien in Gram-negative und Gram-positive eingeteilt. Das hier untersuchte S. meliloti gehort
zu den Gram-negativen Bakterien. Die Oberflachen der Gram-negativen Bakterien bestehen aus
drei Lagen, einer inneren und einer &duferen Membran zwischen denen sich der
periplasmatische Raum mit einer Lage Peptidoglycan befindet [131]. Die duRere Membran ist
dicht mit Exopolysacchariden und Lipopolysacchariden (LPS) besetzt, die als wichtige Endotoxine
gelten. Dabei besteht das LPS aus dem Lipid A, womit das Molekil in der Membran verankert ist,
gefolgt von einer Kernregion (engl. core) an die sich das O-Antigen anschlieRt. Die Kernregion
und das O-Antigen sind aus Zuckern aufgebaut [132]. Das O-Antigen ist z.B. bei der Erkennung
flir die symbiotische Interaktion von einiger Rhizobium-Stamme mit Leguminosen beteiligt
[133,134].

Fiir die Untersuchung der Zelloberflache von S. meliloti werden mit SEM, XHR SEM und AFM in
Trockenheit, wie in FlUssigkeit, verschiedene hochauflésende Mikroskopie-Techniken
verwendet. Daraus resultierend werden die auf der Oberflache beobachteten Strukturen bei
unterschiedlichen Umgebungsbedingungen und mit Riicksicht auf moégliche Einfliisse durch die
notwendige Probenpradparation verglichen. So konnen Verdanderungen der natirlich
vorkommenden Oberflachenstrukturen durch die verschiedenen Schritte bei der
Probenpraparation, angefangen bei den unnatirlichsten Umgebungsbedingungen, die fiir die
herkémmliche Rasterelektronenmikroskopie (SEM) notwendig sind (Fixierung, Trocknung,
Metallbeschichtung und Hochvakuum), bis hin zu physiologischen Konditionen bei der
Rasterkraftmikroskopie in Flissigkeit (Abbildung lebender Bakterien), sukzessive verfolgt
werden. Uberdies werden mégliche Urspriinge der beobachteten Strukturen auf der
Zelloberflache durch die Osmolaritdt des Mediums, wie aufgrund der dominierenden Molekiile
an der Zelloberflaiche mittels AFM-Abbildungen in Flissigkeit (Abbildung lebender Bakterien),
adressiert. Dazu werden zwei Mutanten, wovon die eine keine Exopolysaccharide produziert
[113] und die andere verkiirzte LPS-Molekiile an der Oberflache tragt [135], mit dem Wildtyp-
Stamm [112] verglichen. Dabei sind unter natlrlichen Umgebungsbedingungen auch sehr kleine
Erhebungen an der Oberfliche abgebildet worden, die wahrscheinlich einzelne Proteine der
duBeren Membran (Omp) darstellen.

Bei der Betrachtung von herkdmmlichen SEM-Bildern des Wildtyp-Stamms von S. meliloti
(Rm2011), nach Fixierung, schonender Dehydrierung, Beschichtung der Probe mit Gold (Dicke
der Goldschicht = 12 nm) und Abbildung im Vakuum, ist anfangs die sichtbar raue Oberflache der
Bakterien aufgefallen (s. Abbildung 29 A). Die langlichen, faltenartig, hervorstehenden
Strukturen besitzen durchschnittlich (Anzahl der Messungen (N) = 50) eine Breite von 29 + 12
nm und eine Lange von 92 + 31 nm (Mittelwert (M) £ Standardabweichung (SD)).

Da die Oberflachenstrukturen moglicherweise durch die aufgebrachte Goldschicht beeinflusst
oder verandert worden sein kénnen, sind Bakterien des Wildtyp-Stamms nach Fixierung und
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Dehydrierung mit einem XHR SEM abgebildet worden. Obwohl sich die Probe immer noch im
Vakuum befinden muss, kann dabei auf das Auftragen einer leitenden Metallschicht verzichtet
werden. Ein solches XHR SEM-Bild ist in Abbildung 29 B gezeigt. Immer noch ist die raue
Oberflache zu erkennen. Die langlich hervorstehenden Strukturen haben eine Breite von 18 £ 5
(M £ SD, N = 50) und sind 80 + 27 nm (M % SD, N = 15) lang. Zusatzlich sind kleinere, runde
Strukturen mit einem Durchmesser von 21 + 4 nm (M % SD, N = 7) deutlich zu erkennen (s.
Abbildung 29 B, markiert mit roten Pfeilen). Dabei ist zu beriicksichtigen, daR aufgrund der nicht
vorhanden leitenden Goldschicht die Elektronen bei XHR SEM-Abbildungen auch einige
Nanometer tief in die Probe eindringen und dort auch Strukturen unterhalb der Oberflache
abgebildet werden kénnen. Dabei wird der Kontrast an der eigentlichen Oberflache der Probe
etwas schwacher.

Auch bei der Abbildung des Wildtyp-Stamms von S. meliloti mit dem AFM in Trockenheit nach
Fixierung und schonender Dehydrierung der Bakterien, ist die raue Oberfliche mit dhnlichen,
hervorstehenden Strukturen gut sichtbar (s. Abbildung 29 C). Dabei ist die Probe ohne
Metallbeschichtung bei Umgebungsbedingungen ohne Vakuum abgebildet worden, da auch
dadurch das Erscheinungsbild von Zellen verandert werden kann [136]. Auf dem AFM Bild in der
Abbildung 29 C ist zu sehen, daRR die gesamte Zelloberflaiche dicht mit langlich, faltig
hervorstehenden Strukturen besetzt ist. Diese Strukturen besitzen eine axiale Hohe von 12,1 +
4,9 nm (M % SD, N = 47), einen lateralen Durchmesser von 26 + 6 nm (M % SD, N = 30) und eine
Ldnge von 72 + 28 nm. Dabei sind zwischen den Erhebungen keine flachen Regionen der
Zellmembran sichtbar, da sich die faltigen Strukturen so nah beieinander befinden (s. Abbildung
29 C und Abbildung 31). Uberdies entsprechen die MaRe der ldnglich, faltig hervorstehenden
Strukturen bei den AFM-Abbildungen, unter Berlicksichtigung der Faltung aufgrund der
Spitzengeometrie (engl. ,tip-convolution), in guter Ubereinstimmung denen, die bei der
Abbildung mit dem XHR SEM beobachtet worden sind (s. Abbildung 29 B). Daraus lasst sich
schlieflen, daR sich diese Strukturen in dem XHR SEM-Bild auch wirklich an der Oberflache des
Bakteriums befinden und nicht etwa aufgrund der Penetrationstiefe darunter liegen [137].
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Abbildung 29: Vergleich verschiedener Mikroskopie-Techniken bei der Abbildung des S. meliloti
Wildtypstamms Rm2011: (A) SEM: fixiert, schonend dehydriert und abgebildet im Vakuum. Die

Oberflache ist bedeck mit faltigen, hervorstehenden Strukturen. (B) XHR SEM: fixiert, schonend
dehydriert und abgebildet im Vakuum. Auf der Oberfliche sind verschiedene Strukturen

erkennbar: langere Falten bedecken den groRten Teil des Bakteriums, wahrend mehrere kleine
Punkte auf der Oberflache verteilt sind (ein paar davon sind mit roten Pfeilen markiert). (C) AFM
Phasenbild: fixiert, schonend dehydriert und abgebildet bei Normaldruck in Luft. Die gesamte
Oberflache ist dicht bedeckt mit langlichen, faltigen Strukturen [137].

Die raue Oberflache des S. meliloti Wildtyp-Stamms (Rm2011) ist auch bei AFM-Abbildungen in
Flussigkeit gut sichtbar (s. Abbildung 30 A und Abbildung 32). Dabei sind die Zellen wie zuvor mit
Paraformaldehyd und Glutaraldehyd fixiert worden. Um jedoch ausschlieRen zu kénnen, daR die
bisher beobachteten Strukturen lediglich Artefakte aufgrund der Dehydrierung darstellen sind
die Zellen in PBS (engl. ,phosphate buffered saline”) abgebildet worden. Die hervorstehenden
Strukturen an der Oberflache erscheinen in der Flussigkeit Gberwiegend rundlich und besitzen
neben einer axialen Héhe von 4,7 + 2,7 nm (M + SD, N = 30) einen durchschnittlichen lateralen
Durchmesser von 33 + 8 nm (M £ SD, N = 40).

Da auch eine Veranderung der natiirlichen Strukturen an der Oberflache aufgrund der Fixierung
denkbar ist, ist in einem weiteren Schritt darauf verzichtet worden. Dazu sind die Bakterien des
Wildtyp-Stamms (Rm2011), um moglichst physiologische Bedingungen herzustellen, mit dem
AFM, in dem auch fiur die Anzucht verwendeten Kulturmedium (VMM mit einer niedrigeren
Osmolaritat von 153 mosmol/L im Vergleich zu PBS mit 300 mosmol/L), lebendig abgebildet
worden. Die auch ohne Fixierung immer noch raue Oberflache ist in der Abbildung 30 B und der
Abbildung 33 A gezeigt, wobei die rundlich hervorstehenden Strukturen eine axiale Hohe von 4,0
+ 1,9 nm (M £ SD, N = 46) und einen lateralen Durchmesser von 28 + 6 (M * SD, N = 40) besitzen
und bis auf die geringere Hohe denen nach Fixierung und Abbildung in PBS sehr dhnlich sind. Um
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gleichzeitig den Einfluss der Osmolaritdt auf die Art der Oberflaichenstrukturen genauer
untersuchen und die AFM-Aufnahmen besser vergleichen zu kénnen, sind lebende Bakterien des
Wildtyp-Stamms (Rm2011) von S. meliloti ohne Fixierung auch in reinem MilliQ-H,O abgebildet
worden (s. Abbildung 30 C). Dabei sind dhnliche, rundlich hervorstehende Strukturen auf der
Oberflache vorhanden, die mit einer Hohe von 2,0 £ 0,7 nm (M = SD, N = 14) und einer Breite
von 29 + 10 nm (M % SD, N = 14) zwar etwas niedriger sind, als unter natirlichen Bedingungen in
VMM-Kulturmedium oder nach Fixierung in PBS, aber immer noch eine fast identische Breite
und das gleiche Erscheinungsbild besitzen (vergl. Abbildung 30). Daher muss es sich bei den
beschriebenen hervorstehenden Erhebungen um natirliche Strukturen auf der Oberflache der
Bakterien handeln, die nicht durch die Fixierung oder die Umgebungsbedingungen verursacht
worden sind. Dabei ist es wahrscheinlich, dafl es durch die hohere Salzkonzentration und die
damit einhergehende erhdhte Osmolaritat in PBS zu einer leichten Schrumpfung der Membran
gekommen ist, da hier die Strukturen deutlicher hervortreten als unter physiologischen
Bedingungen im Kulturmedium (VMM) oder in reinem MilliQ-H,0, wo die sehr niedrige
Osmolaritdt zu einem Anschwellen der Bakterienhiille gefiihrt hat, was sich auch in der Hohe der
Strukturen wiederspiegelt [137].

Abbildung 30: 3D-Darstellung von AFM-Ho6henbildern des Wildtypstamms Rm2011 unter
verschiedenen Bedingungen in Flussigkeit. (A) Fixiert und abgebildet in PBS Puffer. Auf der

gesamten Bakterienoberflache sind rundliche Erhebungen zu sehen. (B) Lebendes Bakterium in
Kulturmedium (VMM) abgebildet. Eng beieinander liegende Erhebungen sind auf Oberflache des
Bakteriums noch deutlich zu erkennen. (C) Lebendes Bakterium abgebildet in Wasser (MilliQ).
Die Erhebungen sind auf der Oberflache vorhanden, allerdings weniger stark ausgepragt als in
PBS Puffer oder im Minimalmedium (VMM), die eine héhere Osmolaritat besitzen [137].
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Abbildung 31: AFM Bilder des Wildtypstamms Rm2011, fixiert, schonend getrocknet und
abgebildet bei Normaldruck in Luft. Die 3D-Darstellung der AFM-HOhenbilder zeigt die langlichen
und faltigen Erhebungen auf der ganzen Oberflache (A) ohne Zwischenrdume eng beieinander
(B, vergroRerte Abbildung der in A gezeigten Probe) [137].
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Abbildung 32: 3D-Darstellung von AFM-HOhenbild des Wildtypstamms Rm2011 unter in
Flussigkeit. Fixiert und abgebildet in PBS Puffer. Auf der gesamten Bakterienoberflache sind
rundliche Erhebungen zu sehen (hochaufgeldste Abbildung) [137].
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Um mogliche Ursachen auf molekularer Ebene fiir die natirlicherweise auf der Oberflache von S.
meliloti vorkommenden, hervorstehenden Strukturen zu finden, sind neben dem Wildtyp-Stamm
auch zwei Mutanten mit Defiziten bei den am haufigsten vorkommenden Molekilen an der
Oberflache mit dem AFM ohne Fixierung in Flissigkeit abgebildet worden. Dabei ist der eine
Stamm (RmO0540, exoY, [113]) nicht mehr fadhig langkettige Exopolysaccharide (Eps-1) zu
produzieren, die beim Wildtyp-Stamm wahrscheinlich die Membran bedecken. In der Abbildung
34 ist ein 3D-H6henbild (links) und ein Amplitudenbild (rechts) nach dem Scannen der lebenden
Mutanten (RmO0540) in PBS gezeigt. Die rundlich hervortretenden Erhebungen auf der
Oberflache sind noch deutlicher ausgepragt, als dies bereits beim Wildtyp-Stamm (Rm2011) in
PBS der Fall war (vergl. Abbildung 32). Dies zeigt sich trotz des sehr dhnlichen Erscheinungsbildes
der Strukturen mit einer axialen Hohe von 9,0 £ 6,5 nm (M + SD, N = 54) und einem lateralen
Durchmesser von 45 = 8 nm (M * SD, N = 20) in den Abmessungen der Erhebungen, die etwas
groRer ausfallen, als beim Wildtyp-Stamm.

Wahrenddessen ist der Einfluss der in der Membran verankerten Lipopolysaccharide (LPS) auf
die bisher beschriebenen hervorstehenden Erhebungen auf der Oberflache anhand der Mutante
Rm6963 untersucht worden. Dieser S. meliloti-Stamm ist aufgrund einer Mutation nur noch in
der Lage eine verkiirzte Form des LPS-Molekils zu bilden. Dabei ist das fiir die Verankerung in
der Membran notwendige Lipid A intakt, wird aber gefolgt von einer verkiirzten Kernregion des
LPS-Molekiils, wahrend das endstandige fiir die Wirt-Gast-Interaktion bei der Symbiose wichtige
O-Antigen wieder unverandert ist [135]. In der Abbildung 33 B ist ein 3D-H6henbild nach dem
Scannen der lebenden Mutanten (Rm6963) mit dem AFM in Kulturmedium (VMM) dargestellt.
Dabei besitzen die rundlich hervortretenden Strukturen an der Oberflache, die mit dem bloRen
Auge kaum noch zu erkennen sind, nur noch eine Héhe von 1,6 £ 0,6 nm (M £ SD, N = 19) und
sind damit deutlich schwéacher als beim Wildtyp-Stamm (Rm2011) unter gleichen Bedingungen
ausgepragt [137] (vergl. Abbildung 33 A und Abbildung 30 B).
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Abbildung 33: Hochaufgeléste AFM Abbildungen des Wildtypstamms Rm2011 (A, 3D-H6henbild)
und einer Mutante (Rm6963) mit fehlerhaften, verkiirzten LPS (B, 3D-Hohenbild). Die lebenden
Bakterien sind in Kulturmedium (VMM) abgebildet worden. Die sehr kleinen Erhebungen auf der
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Oberflache stellen vermutlich den extrazelluldaren Teil von einzelnen Proteinen (z.B. dullere
Membranproteine, Omp) dar [137].

Abbildung 34: AFM 3D-Hohenbild (A) und Amplitudenbild (B) von einem hochaufgel6sten Scan
der lebenden exoY Mutante (Rm0540) in PBS Puffer. Da die rundlichen Erhebungen auf der
Oberflache starker ausgepragt sind als bei einem der anderen Bakterienstamme, ist es
wahrscheinlich, dak diese Strukturen normalerweise von Exopolysacchariden bedeckt sind [137].

Bei der Interpretation, welchen Einfluss die Probenpraparation auf die Strukturen an der
Oberflache von S. meliloti hat, ist es zundchst einmal nennenswert, dal8 aus den Abbildungen des
Wildtyp-Stamms mit dem AFM in Flussigkeit und den daraus ermittelten Abmessungen der
Erhebungen, die Fixierung der Bakterien mit Glutaraldehyd und Paraformaldehyd nicht zu einer
deutlichen Verdnderung der Strukturen fihrt (vergl. Abbildung 30 A und B). Wahrend die
Strukturen in Flissigkeit eine rundliche Form besitzen, erscheinen die Erhebungen bei den
dehydrierten Bakterien eher langlich. Dies ist bei allen hier eingesetzten Mikroskopie-Techniken
der Fall (AFM in Trockenheit: s. Abbildung 29 C, Abbildung 31 A und B; XHR SEM: s. Abbildung 29
B; SEM: s. Abbildung 29 A). Dabei sind mehrere Ursachen fiir die Ausbildung dieser faltigen
Strukturen moglich. Eine davon ware die Faltung der etwa 20 nm dicken Bakterienhiille (fir E.
coli sind von Schwarz und Koch 19 bis 24 nm gemessen worden [138]) wahrend der Trocknung.
Da aber der geringste hier gemessene Durchmesser der faltigen Strukturen bei der Abbildung
mit dem XHR SEM nur 18,4 + 4,3 nm betriagt, kann somit eine Faltung der gesamten
Bakterienhille (innere Membran + periplasmatischer Raum mit einer Lage Peptidoglycan +
duBere Membran) ausgeschlossen werden. Daher ist eine Faltung der duBeren Membran
wahrscheinlich und wirde auch zu den hier gemessenen Durchmessern der langlich
hervortretenden Strukturen passen. So ist ebenfalls bei E. coli von Bayer und Remsen bereits
zuvor eine Trennung der dufleren Membran von den anderen Lagen der Bakterienhiille nach
Trocknung beschrieben worden [139]. Ebenso ist eine Trennung der verschiedenen Lagen als
Reaktion auf osmotischen Stress moglich, um somit einen Raum fiir die Plasmolyse zu schaffen
ohne die Bakterienhiille zu beschadigen [138]. Eine weitere mogliche Ursache ware die
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Ausbildung der langlich hervortretenden Strukturen in Trockenheit durch das Verschmelzen der
hier in FlUssigkeit beobachteten rundlich hervortretenden Erhebungen. So kodnnte der
mechanische Stress auf die Verbindungen zwischen den einzelnen Lagen der Bakterienhiille
wahrend des Austrocknungsprozesses so grofs geworden sein, dall die ehemals rundlichen
Strukturen zu den langlich, faltigen Erhebungen fusioniert sind. Diese Vermutung wird durch die
Ahnlichkeit der gemessenen Durchmesser der runden Erhebungen (28 + 6 nm (M * SD, N = 40),
s. Abbildung 30 B und Abbildung 33 A) zu der Breite der langlichen Strukturen (26 £ 6 nm (M %
SD, N = 30), s. Abbildung 29 C und Abbildung 31) unterstiitzt.

Beim Vergleich des SEM-Bildes in der Abbildung 29 A und dem XHR SEM-Bild in der Abbildung 29
B fallt auf, dal® bei dem XHR SEM feinere Strukturen abgebildet worden sind. Hier ist die Breite
der langlichen Strukturen etwa 11 nm kleiner, als dies in den SEM-Bildern der Fall ist. Dieser
Unterschied ist sehr wahrscheinlich auf die Metallschicht zurickzufiihren, die vor der Messung
mit dem konventionellen Rasterelektronenmikroskop auf die Probe aufgebracht worden ist.
Dabei konnen kleinere Strukturen von der Goldschicht verdeckt sein, die dann in den SEM-
Bildern als breitere Erhebungen zu sehen sind. Insbesondere, wenn kleinere Strukturen sehr
nahe beieinander liegen kénnen diese in den Bildern dann nur als eine einzelne Erhebung
erscheinen. Durch die Verwendung von Metallen, mit denen auch dinnere Schichten
gleichméRig aufgetragen werden koénnen, z.B. Tantal oder Iridium, sollten aber auch mit einem
konventionellen SEM feinere Strukturen aufgelost werden kdnnen [137].

Da die Abbildung mit dem AFM in Kulturmedium (VMM) unter physiologischen Bedingungen an
lebenden, nichtfixierten S. meliloti-Zellen durchgefiihrt worden sind, ist davon auszugehen, dal3
die beobachteten rundlich hervortretenden Strukturen natiirlicherweise auf der Oberflache der
Bakterien vorhanden sind. Die mdglichen Ursachen hierfir sollen im Folgenden diskutiert
werden. Schon seit langerem ist bekannt, dal8 sich bei Gram-negativen Bakterien eine Vielzahl
von Proteinen und Proteinkomplexen mit einem Durchmesser von 6 nm bis 10 nm zwischen der
inneren und der duBeren Membran befinden [139]. Daher ist ein moglicher Ursprung fir die
rundlich, hervortretenden Strukturen, daf} einige dieser Proteine von Innen gegen die elastische
duRere Membran gedriickt werden. Dies wiirde auch die im Vergleich zu den runden
Erhebungen groRere Hohe der Strukturen bei den Bakterien in Trockenheit erklaren, wo dann
diese Partikel wahrend der Austrocknung zum Teil von der schrumpfenden Membran weiter
umschlossen werden kdnnten.

Allerdings ist auch die Entstehung von Vesikeln, die sich von der duReren Membran abschniiren,
bzw. Vorlaufer davon, ein zuvor u.a. von Beveridge und Deatherage et al. untersuchter zelluldrer
Prozess [140,141], der die Entstehung der rundlichen Erhebungen verursacht haben kdnnte. Fir
das Bakterium S. meliloti ist die Ausbildung von Vesikeln ein aktuelles Thema in der Forschung,
wobei besonders deren Induktion auf molekularer Ebene und die Rolle fiir die Symbiose und in
der Kommunikation bisher nur in Ansatzen verstanden werden. Da aber vollstandig ausgebildete
Membranvesikel in der Regel einen Durchmesser zwischen 50 nm und 250 nm besitzen, kénnte
es sich bei den hier beschriebenen rundlichen Strukturen nur um Vorldufer davon handeln.
Dabei kann an dieser Stelle nicht ausgeschlossen werden, ob bei den hier abgebildeten Bakterien
aufgrund mangelnder Stimulation keine vollstandigen Vesikel gebildet worden sind, oder diese
einfach nicht abgebildet worden sind, weil sie von der AFM-Spitze zur Seite geschoben worden
sind. Nach der Untersuchung von Mutanten Gram-negativer Bakterien mit Defiziten bei
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Proteinen im periplasmatischen Raum, die an der Entstehung von Vesikeln beteiligt sind, gehen
Deatherage et al. davon aus, dal? sich diese in Bereichen ausbilden, wo die Verbindung zwischen
der duBeren Membran und dem Peptidoglycan aufgrund von Veranderungen, z.B. beim
Wachstum der Zellen, geschwacht sind [141]. Sollte die Verbindung nur in sehr kleinen
Bereichen geschwacht oder zerstort sein, ist es daher moglich, dall sich als Vorlaufer
hervorstehende Erhebungen an der Oberflache bilden ohne daR daraus sich abschnirende
Vesikel formieren. Dies wiirde auch die These stiitzen, daR die langlich, hervorstehenden
Strukturen, die hier bei den getrockneten Zellen beobachtet worden sind, durch die Fusion der
runden Erhebungen in FlUssigkeit entstanden sind, nachdem weitere Verbindungen zwischen
dulRerer Membran und Peptidoglycan durch den erhohten Stress beim Austrocknen zerstort
worden sind (s. Abbildung 29 und Abbildung 31). Dabei ist zu beriicksichtigen, dall Vesikel
hauptsachlich aus Lipiden der duReren Membran bestehen, welche nicht durch Glutaraldehyd
oder Paraformaldehyd quervernetzt und somit fixiert werden und daher in den AFM- und (XHR)
SEM-Bildern in Trockenheit auch nicht als solche abgebildet werden wirden. Eine Fixierung von
Lipiden konnte z.B. mit Osmiumtetroxid (OsO,.) erreicht werden. Die bisher vorgeschlagenen
moglichen Ursachen fiir die beobachteten Strukturen werden auch durch das Anschwellen, bzw.
Schrumpfen der Membran in Abhdngigkeit der Osmolaritdt mit einhergehend schwacher, bzw.
starker ausgepragten rundlichen Erhebungen, wie es in der Abbildung 30 gut zu sehen ist,
unterstutzt.

Der Einfluss von langkettigen Exopolysacchariden (Eps-1) auf die hervorstehenden Strukturen auf
der Oberflache von S. meliloti ist mit einer Mutante (Rm0540, exoY’) untersucht worden, die
ebensolche nicht mehr produziert (s. Abbildung 34). Dabei gleichen die rundlichen Erhebungen
auf der Oberflache denen des Wildtyp-Stamms (Rm2011, vergl. Abbildung 32), besitzen ohne die
langkettigen Exopolysaccharide jedoch etwa die doppelte Hohe (9,0 + 6,5 nm (M £ SD, N = 54) zu
4,7 £ 2,7 nm (M = SD, N = 30)). Daher konnen die langkettigen Exopolysaccharide nicht die
Ursache fir die Oberflachenstrukturen sein, ihr Fehlen jedoch {ibt einen dhnlichen Einfluss auf
die Hohe der Erhebungen aus, wie die Dehydrierung (Hohe der Strukturen in Trockenheit: 12,1 +
4,9 nm (M £ SD, N =47), s. Abbildung 29 C und Abbildung 31). Sehr wahrscheinlich ist die Schicht
aus den Exopolysacchariden an der Oberflaiche des Wildtyp-Stamms bei der Abbildung in
Trockenheit deutlich kompakter durch den Wasserverlust [137], wédhrend die Schicht in
Flussigkeit aufquillt und Wasser speichert, um im natirlichen Habitat von S. meliloti, dem
Erdboden, die Bakterien vor Austrocknung zu schiitzen.

Mit einer weiteren Mutante (Rm6963), die im Vergleich zum Wildtyp-Stamm (Rm2011) von S.
meliloti ein in der Kernregion (engl. ,core”) verkiirztes LPS produziert [135], ist der Einfluss der
Lipopolysaccharide auf die Oberflachenstrukturen untersucht worden (s. Abbildung 33). Bei der
Mutante sind die rundlichen Erhebungen, nach der Abbildung mit dem AFM in Kulturmedium
(VMM), mit einer axialen Hohe von 1,6 + 0,6 nm (M  SD, N = 19) weniger stark ausgepragt, als
bei dem Wildtyp-Stamm, wo die Strukturen eine Héhe von 4,0 £ 1,9 nm (M + SD, N = 46)
besitzen. Dennoch ist die Hohe bei beiden Stammen niedriger, als die Lange von 6 bis 45 nm, die
in der Literatur fiir ganze LPS-Molekiile angegeben wird [140,142]. Dies ist nicht ungewéhnlich,
da die sehr beweglichen duBeren Oligosaccharidketten des LPS in Fliissigkeit leicht von der AFM-
Spitze zur Seite geschoben werden kdnnen, so daR bei der Abbildung mit dem AFM nur das Lipid
A und die Kernregion (engl. ,core”) des LPS detektiert werden kénnen [140]. Die hier gemessene
Hohe der Strukturen beim Wildtyp-Stamm (Rm2011) entspricht dabei der Lange des Lipid A
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zusammen mit der Kernregion in einer intakten LPS-Schicht (isoliert aus Pseudomonas
aeruginosa: 5 bis 6 nm [140]; auf der Oberflache von E. coli: 4 nm [142]). Die um etwa 2 nm
verringerte Hohe der rundlich hervorstehenden Erhebungen bei der Mutante Rm6963 mit einer
gegeniiber dem Wildtyp-Stamm (Rm2011) von S. meliloti verkiirzten Kernregion des LPS [135]
deutet darauf hin, dal es sich bei diesen Strukturen sehr wahrscheinlich um LPS-Flecken (engl.
,LPS-patches”) handelt [137]. Solche LPS-Flecken, die jeweils aus mehreren hundert bis zu ein
paar tausend LPS-Molekiilen bestehen, bilden auch bei E. coli Erhebungen, die dicht gepackt auf
der ganzen Zelloberflache zu finden sind [142].

Neben den rundlichen Strukturen auf den S. meliloti-Zellen in Flissigkeit, die zuletzt diskutiert
worden sind, sind in der Abbildung 29 B auch bei dehydrierten Zellen des Wildtyp-Stamms
(Rm2011) runde Strukturen zu sehen (einige mit roten Pfeilen markiert). Diese haben einen
Durchmesser von 21 £ 4 nm (M + SD, N = 7). Da es sich um eine XHR SEM-Aufnahme handelt, bei
der die Probe nicht mit Metall beschichtet worden ist, kann aufgrund der erhdhten
Penetrationstiefe der Elektronen nicht eindeutig unterschieden werden, ob diese Strukturen auf
oder direkt unter der Oberflache liegen. Sollten sie unter der Oberflache liegen, kdnnte es sich
dabei um Ribosomen handeln, die sich mit einem Durchmesser von etwa 20 nm gehauft direkt
unter der inneren Membran befinden [143,144]. Dafiir spricht auch, daR bei den AFM-
Aufnahmen des Wildtyp-Stamms (Rm2011) in Trockenheit keine solchen Strukturen auf der
Oberflache beobachtet worden sind (s. Abbildung 29 C und Abbildung 31).

Letztlich fallen beim Betrachten der hochaufgelésten AFM-Scans der lebenden S. meliloti-
Bakterien in Kulturmedium (VMM) in der Abbildung 33 noch weitere, bisher nicht diskutierte
Strukturen auf der Oberflache auf. Diese kleineren rundlichen Erhebungen besitzen fir den
Wildtyp-Stamm (Rm2011, s. Abbildung 33 A) eine Héhe von 2,0 + 0,6 nm und einen Durchmesser
von 12 + 3 nm (M % SD, N = 20). Bei der Mutante Rm6963 (s. Abbildung 33 B) sind diese kleinen
Strukturen bei einem Durchmesser von 14 + 4 nm 1,3 £ 0,5 nm (M % SD, N = 40) hoch. Unter
Berticksichtigung der Faltung der Oberflachenstruktur mit der Geometrie der AFM-Spitze, die
hier die Breite der Strukturen beeinflusst, handelt es sich hierbei sehr wahrscheinlich um
Proteine, die an und in der duReren Membran gebunden sind und diese zum Teil Gberragen
[137]. Viele dieser duleren Membranproteine bei Gram-negativen Bakterien (Omp, engl. ,,outer
membrane protein®), die oft auch Poren fiir den Transport durch die Membran bilden, basieren
auf der Struktur des B-Fass (engl. ,3-barrel”) mit einem Durchmesser von 1,4 bis 4 nm [145]. So
ragt z.B. der extrazelluldre Teil von OmpF 1,1 + 0,2 nm Uber die duRere Membran hinaus [146].
Dies entspricht in guter Ndherung den hier beobachteten kleinen rundlichen Erhebungen auf der
Membran von S. meliloti (s. Abbildung 33).

Neben der Diskussion der Oberflachenstrukturen sollten auch noch zwei methodische Aspekte
erwahnt werden, die diese Untersuchung und insbesondere den Vergleich der AFM-Abbildungen
mit hoher Auflésung in Flissigkeit mit den (XHR) SEM und AFM-Scans in Trockenheit erst
ermoglicht haben. Zum einen sind friher in Flissigkeit wegen der niedrigeren Federkonstante
vor allem Cantilever aus Siliziumnitrid verwendet worden. Bei diesen sind das Aspektverhaltnis
und der Spitzenradius allerdings nicht so gilinstig, wie flir Cantilever mit einer Silizium-Spitze,
welche in der Regel fiir die Abbildung in Trockenheit eingesetzt werden. Daher sind hier bei den
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Messungen in Flussigkeit, zur besseren Vergleichbarkeit und zum Erreichen einer hoheren
Auflosung, Hybrid-Cantilever genutzt worden. Bei diesen ist der Hebelarm aus Siliziumnitrid,
wahrend sich daran eine Spitze aus Silizium befindet, welche ein hohes Aspektverhaltnis besitzt
und deren Spitzengeometrie und Spitzenradius (iberdies den Cantilevern dhnelt, die fir die
Abbildungen in Luft verwendet worden sind. Daher kommt es gerade bei Messungen der
Bakterien, die mit einer Hohe von 400 bis 500 nm hohe und steile Flanken aufweisen zu weniger
Kontakten mit den Seiten der Spitze und damit auch zu weniger Abbildungsartefakten [147].

Desweiteren stellt die einfach durchzufiihrende Beschichtung mit Polyethylenimin (PEI) eine
kostengiinstige Alternative zu der Funktionalisierung der Deckglaser mit Polylysin dar. Beide
positiv geladenen Polymere fiihren durch elektrostatische Wechselwirkungen mit der
liberwiegend negativ geladenen Bakterienoberflache zu einer optimalen Immobilisierung der
Zellen. Dadurch wird das Abbilden mit dem AFM in Flissigkeit mit hoher Auflésung ohne ein
verrutschen der Probe ermdoglicht. Darliber hinaus belegen die durchgefiihrten
Langzeitbeobachtungen von S. meliloti-Zellen, die mit PEl in einem Mikrofluidikkanal
immobilisiert worden sind, und im nachsten Kapitel dargestellt und diskutiert werden (s. 5.9
TLFI), daB dabei eine hohe Viabilitdt der Zellen, mit Verdopplungszeiten dhnlich zu denen in
konventionellen Schiittelkulturen, erhalten bleibt [82,148].

5.9 TLFI ZUR BESTIMMUNG VON ZEIT- UND ORTSAUFGELOSTER PROTEINDYNAMIK

Fir die Langzeitbeobachtung von Zellen in einem Mikrofluidik-Chip ist es eine
Grundvoraussetzung, dall die Viabilitdt der Zellen auf dem Chip erhalten bleibt. Dies gilt
insbesondere, wenn wie hier geschehen Proteine in Abhdngigkeit vom jeweiligen Zeitpunkt im
Zellzyklus untersucht werden sollen. Die Viabilitat der Zellen ist von vielen Faktoren abhangig.
Besonders stark wirken sich hier die Temperatur, das Nahrstoffangebot im Medium und bei
aeroben Bakterien, die Sauerstoffversorgung aus. Eine optimale Sauerstoffversorgung der
Bakterien in dem Mikrofluidik-Chip wird durch die hohe Gaspermeabilitit des verwendeten
Polymers PDMS, die geringe Zahl der Zellen im Kanal und das grofRe Oberflaichen- zu
Flussigkeitsvolumen-Verhéltnis gewahrleistet. Durch einen geringen Fillhéhenunterschied in
den beiden Reservoiren des linearen Kanals (AV = 1 uL) entsteht zudem ein langsamer Fluss des
Kulturmediums, so dal8 die Bakterien standig mit frischem Medium umspiilt werden und somit
auch das Nahrstoffangebot fiir das Wachstum der Zellen mehr als ausreichend ist. Da fiir die
Langzeitbeobachtungen das ganze Labor bis zu einer Raumtemperatur von =28 °C aufgeheizt
worden ist, ist zudem mit einer Infrarotkamera (ThermaCAM E320, FLIR Systems) Uberprift
worden, daR die Temperatur von dem Mikrofluidik-Chip, in welchem die Bakterienzellen beim
wachsen beobachtet worden sind, auch der Raumtemperatur entspricht [82]. DaR die
Umgebungsbedingungen wahrend der Messungen nahezu optimal fir ein regulares Wachstum
der S. meliloti Zellen sind, zeigt sich in besonderem MalRe durch die Verdopplungszeit der
Bakterien, die fir die beobachteten Teilungen bei etwa drei Stunden liegt und damit der
Verdopplungszeit des Wildtyps in Flussigkulturen bei optimaler Temperatur entsprechen [149].
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Auch die Morphologie der im Mikrofluidik-Chip kultivierten Zellen entspricht der des Wildtyps
bei Kultivierung in konventionellen Fllssigkulturen.

Fir die ersten Langzeitbeobachtungen von immobilisierten S. meliloti-Zellen in einem
Mikrofluidik-Chip (s. 4.5.3) sind die Proteine GcrA und DivK ausgewdhlt worden. Zu diesen
Proteinen sind homologe Proteine in dem eng verwandten Bakterium Caulobacter crescentus
bereits untersucht und ihre Beteiligung an der Regulierung des Zellzyklus gezeigt worden
[150,151]. C. crescentus gilt als Modelorganismus fir die Untersuchung der Zellzyklusregulierung
in gramnegativen Bakterien. Zur Erstellung der S. meliloti-Mutanten sind die Wildtyp-Gene durch
C-terminale Fusionsproteine von eGFP an GcrA oder an DivK (und von mCherry an GcrA) ersetzt
worden. Daraus resultieren Mutanten mit jeweils nur einer einzelnen Kopie von gcrA-eGFP (oder
gcrA-mcCherry) und divK-eGFP an dem nativen Ursprungsort im Genom. Somit erfolgt die
Expression dieser Gene unter der Regulation durch ihre natiirlichen Promotoren. Fiir GcrA ist
bereits gezeigt worden, dal® dieses Protein ein wichtiger Masterregulator fiir den Verlauf des
Zellzyklus in C. crescentus ist [150]. Dies lasst fir das orthologe Gen in S. meliloti eine dhnlich
wichtige Rolle vermuten. Fir das divK-Gen in S. meliloti ist der Zeitpunkt im Zellzyklus, wie die
Starke der Expression kritisch fiir den Verlauf des Zellzyklus, da zumindest die Uberexpression
dieses Gens zu einer Inhibition der Zellteilung fihrt [152]. Die Funktionsfahigkeit der
fluoreszierenden Fusionsproteine in den hier untersuchten S. meliloti-Mutanten zeigt sich somit
in deren Lebensfahigkeit, wie der Verdopplungszeit und der Morphologie, die dem Wildtyp
entsprechen [82].

Fiir die Auswertung der aufgenommenen Bildserien stellt das Signal-Rausch-Verhaltnis, gerade
bei niedrigen Fluoreszenzintensitaten, einen kritischen Wert dar. Bei den hier beobachteten
fluoreszierenden Proteinen verandert sich die Konzentration und somit auch die Intensitdt mit
der Zeit, so daR sich fiir das GecrA-eGFP ein maximaler Wert von S/N = 27,8 und ein minimaler
Wert von S/N = 9,6 ergibt, wahrend fir das DivK-eGFP das Signal-Rausch-Verhaltnis zwischen
S/N = 36,8 und S/N = 22,1 liegt. Damit ist eine eindeutige Unterscheidung zwischen
Fluoreszenzsignal und Hintergrundrauschen auch bei niedrigen Intensitaten erreicht, wobei von
einem hinreichenden Wert von S/N = 3 ausgegangen wird.

Fir die zeitaufgeloste Fluoreszenzmikroskopie (TLFI) sind die Hellfeld- und Fluoreszenzbilder
Uber einen Zeitraum aufgenommen worden, in dem sich bei den beobachteten Bakterien
mindestens zweimal geteilt haben. Flr den Bakterienstamm, der das Fusionsprotein GcrA-eGFP
exprimiert, ist ein typischer Satz dieser Bilder von einer Zelle, die zwei Teilungen durchlauft, Gber
einen Zeitraum von 290 min in Abbildung 35 gezeigt. Dabei wird schon bei Betrachtung der
Fluoreszenzbilder deutlich, daR die Fluoreszenzintensitdt und damit auch die Konzentration des
GcrA-eGFP gleichmaRig Gber die gesamte Zelle verteilt ist und in Abhangigkeit vom Zellzyklus
oszilliert.

Die quantitative Auswertung dieser oszillierenden GcrA-eGFP Proteinkonzentration Uber die
Fluoreszenzintensitat ist in Abbildung 36 fir einen Zellzyklus von S. meliloti dargestellt. Dabei
erreicht die Fluoreszenzintensitdt etwa 50 min nach der Zellteilung mit dem 0,7 fachen der
Intensitat zum Zeitpunkt Null ein Minimum. AnschlieRend steigt die GcrA-eGFP Konzentration
bis auf das 1,4 fache bei etwa 100 min und erreicht damit ein Maximum, bevor die
Konzentration etwa 50 min spater wieder langsam absinkt.
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Omin 20min 85 min 120 min 160 min

200 min 230 min 260 min 275 min 290 min

Abbildung 35: Zeitreihe mit zusammengehdrigen Hellfeld- (obere Reihe) und
Fluoreszenzaufnahmen (untere Reihe) von S. meliloti Bakterienzellen mit dem Fusionsprotein
GcrA-eGFP (RT = 27,6 + 0,4 °C). In dem Beobachtungszeitraum teilt sich die Zelle zweimal und
eine Oszillation der Fluoreszenzintensitat ist deutlich sichtbar.
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Abbildung 36: Zeitaufgeltste Proteindynamik von GcrA-eGFP innerhalb eines Zellzyklus von S.
meliloti (Rm2011) (n = 4 vollstandige Zellzyklen). Normalisierte Fluoreszenzintensitat (der jeweils
mittleren Fluoreszenzintensitdt von einer ganzen Zelle) von einem in silico synchronisierten
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Ensemble von S. meliloti Zellen. Der Zeitpunkt null entspricht dem ersten, jeweils nach einer
Zellteilung aufgenommenen Mikroskopie-Bild. Zur besseren Vergleichbarkeit sind alle
Intensitaten zum Zeitpunkt null auf eins normiert worden [82].

Im Gegensatz zu dem GcrA-eGFP ist die Konzentration von dem DivK-eGFP bei S. meliloti nicht
gleichmalig verteilt, sondern tritt abhdngig vom jeweiligen Zeitpunkt innerhalb des Zellzyklus
vermehrt in bestimmten Regionen innerhalb der Bakterienzelle auf. Diese Lokalisierung und
besonders deren Veranderung mit der Zeit sind aufgrund der geringen GréRe der Zellen
grundsatzlich nur schwer zu detektieren und zu charakterisieren. Daher sind auch von dem DivK-
eGFP exprimierenden Bakterienstamm TLFI Hellfeld- und Fluoreszenzbilder Gber einen Zeitraum
aufgenommen worden, in dem sich bei den beobachteten Bakterien zweimal geteilt haben
sollten. Ein typischer Satz dieser Bilder von einer Zelle, die zwei Teilungen durchlauft, Gber einen
Zeitraum von 350 min ist in Abbildung 37 gezeigt. Beim Betrachten der Fluoreszenzbilder fallt
auf, dall zu bestimmten Zeitpunkten innerhalb des Zellzyklus hellere Punkte an einer der
Polregionen der Bakterien sichtbar sind. Fir eine genauere Charakterisierung dieser lokal
erhohten Konzentration des Proteins DivK-eGFP innerhalb der Zellen, sind diese jeweils in vier
gleichgroRe Sektionen unterteilt worden (s. Abbildung 38 links). Dabei entspricht die Sektion 1
der alten, bereits vorhandenen und die Sektion 4 der neuen, nach der Teilung entstandenen
Polregion.

Omin 23 min 55 min 85 min 118 min 148 min

T80 min 230 min 260 min 290 min 320 min 350 min

Abbildung 37: Zeitreihe mit zusammengehdrigen Hellfeld- (obere Reihe) und
Fluoreszenzaufnahmen (untere Reihe) von S. meliloti Bakterienzellen mit dem Fusionsprotein
DivK-EGFP (RT = 28,2 £ 0,3 °C). In dem Beobachtungszeitraum teilt sich die Zelle zweimal und die
asymmetrische Lokalisierung von DivK ist z.B. bei 23 und bei 290 min deutlich sichtbar.
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Abbildung 38: Proteinlokalisierungs-Analyse durch Zellsektionierung. Links: Auf dem REM-Bild
einer S. meliloti Zelle sind schematisch die vier Sektionen gezeigt, in die alle beobachteten
Zellen, die mindestens zwei Zellteilungen durchlaufen haben (= vollstandiger Zyklus), eingeteilt
worden sind. Rechts: Zeit- und Ortsaufgeloste Proteindynamik von DivK-eGFP innerhalb des
Zellzyklus von S. meliloti (Rm2011) (n = 2 vollstandige Zellzyklen mit jeweils den Bildern vor und
nach einem Zellzyklus sind durchschnittlich vier Bilder pro Datenpunkt verwendet worden). Fir
jede Sektion ist jeweils die hochste gemessene Intensitdt in dieser Sektion dividiert durch
mittlere Fluoreszenzintensitat aus der gesamten Zelle aufgetragen. Der Zeitpunkt null entspricht
dem ersten, jeweils nach einer Zellteilung aufgenommenen Mikroskopie-Bild [82].

In der Abbildung 39 ist die Proteindynamik von DivK und GcrA wahrend des Zellzyklus von S.
meliloti zusammengefasst. Dabei sind die bereits in der Abbildung 36 und der Abbildung 38
zugrundeliegenden Messdaten zur Veranschaulichung des oszillierenden, antizyklischen
Verhaltens der beiden Proteine auf drei Zellzyklen extrapoliert worden. Fir das DivK ist dabei
nur die Sektion 1 (alter Pol, vergl. Abbildung 38) gezeigt, da auch nur in dieser Polregion eine
eindeutige Lokalisierung beobachtet werden konnte. Fir eine bessere Vergleichbarkeit des
Verhaltens der beiden Proteine sind zudem die Intensitdten zum Zeitpunkt null auf eins normiert
worden. In dieser Darstellung ist das nahezu identische Verhalten dieser, fir die
Zellzyklusregulation wichtigen Proteine, beim Bakterium S. meliloti, wie beim eng verwandten
Bakterium Caulobacter crescentus sehr gut zu erkennen. Fiir C. crescentus bei dem homologe
Proteine existieren, konnten Li et al. [153] durch Simulationen das antizyklische und oszillierende
Verhalten dieser beiden Proteine basierend auf den experimentellen Daten von Biondi et al.
[154] theoretisch vorhersagen.
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Abbildung 39: Zeitaufgeloste Proteindynamik von GcrA-eGFP (s. Abbildung 36) und
Proteinlokalisierung von Divk-eGFP an der alten Polregion (s. Abbildung 38) innerhalb von drei
extrapolierten Zellzyklen von S. meliloti (Rm2011). Die Einteilung der Zellen in Sektionen ist in
Abbildung 38 gezeigt. Normalisierte Fluoreszenzintensitat von einem in silico synchronisierten
Ensemble von S. meliloti Zellen. Der Zeitpunkt null entspricht dem ersten, jeweils nach einer
Zellteilung aufgenommenen Mikroskopie-Bild. Zur besseren Vergleichbarkeit sind alle
Intensitdaten zum Zeitpunkt null auf eins normiert worden. Das oszillierende, antizyklische
Verhalten der beiden Proteine in S. meliloti verhilt sich nahezu identisch zu der simulierten,
theoretischen Vorhersage von Li et al. [153] fiir das nahe verwandte Bakterium Caulobacter
crescentus basierend auf den experimentellen Daten von Biondi et al. [154].

Bereits in Abbildung 37 ist sichtbar, daR die lokalisierte Fluoreszenzintensitdat und damit die
Konzentration des DivK-Proteins nach der Teilung einer Zelle asymmetrisch auf die Tochterzellen
verteilt worden ist. Daher ist fir eine detailliertere Analyse die Entwicklung der
Fluoreszenzintensitat des DivK-eGFP Uber die Zeit in Abbildung 40 fiir jede der vier Sektionen (s.

Abbildung 38) von einzelnen Tochterzellen aufgetragen, welche von der gleichen Mutterzelle
abstammen.
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Abbildung 40: Asymmetrische Zeit- und Ortsaufgeldste Proteindynamik von DivK-eGFP innerhalb
des Zellzyklus einzelner Tochterzellen, die von der gleichen S. meliloti-Mutterzelle (Rm2011)
abstammen. Die Einteilung der Zellen in Sektionen ist in Abbildung 38 gezeigt. Fiir jede Sektion
ist jeweils die hochste gemessene Intensitdt in dieser Sektion dividiert durch mittlere
Fluoreszenzintensitdt aus der gesamten Zelle aufgetragen. Der Zeitpunkt null entspricht dem
ersten, jeweils nach einer Zellteilung aufgenommenen Mikroskopie-Bild (Fehlerbalken =
Standardabweichung der Fluoreszenzintensitat) [82].

Aus der Auftragung in Abbildung 40 ist deutlich zu erkennen, dal§ das DivK-Protein direkt nach
der Zellteilung asymmetrisch in die daraus entstandenen Tochterzellen verteilt worden ist.
Anhand der Fluoreszenzintensitat ldsst sich die unterschiedliche Verteilung und Lokalisierung des
DivK in der kleineren und der groBeren Tochterzelle beschreiben. Dabei behalt anfangs die
groRere Tochterzelle eine hohere Konzentration an DivK-eGFP lokalisiert an dem Pol gegentiber
dem nach der vorherigen Zellteilung neu entstandenen Pol. In dieser Zelle wird mit
fortschreitendem Zellwachstum die Lokalisierung des DivK an dem Pol wieder aufgeldst bis die
Verteilung in der Zelle gleichméaRig ist. Dies ist sowohl in der Abbildung 37 anhand der
gleichmaRig verteilten Fluoreszenzintensitdt, wie auch in der Abbildung 40 anhand der fast
identischen maximalen Fluoreszenzintensitat in jeder der vier Sektionen nach etwa 100 min zu
beobachten. AnschlieBend akkumuliert sich das DivK-Protein in dieser Zelle kurz vor der
nachsten Zellteilung wieder an dem gleichen Pol (Sektion 1 = alter Pol, s. Abbildung 40 rechts).
Im Gegensatz dazu ist das DivK in der kleineren Tochterzelle (iber fast den ganzen Zellzyklus
gleichmiRig in der Zelle verteilt, bis sich dessen Konzentration kurz vor der folgenden Zellteilung
an der alten Polregion (Sektion 1, s. Abbildung 40 links) ebenfalls deutlich auf etwa das Doppelte
erhoht. In der Abbildung 37 lasst sich lberdies beobachten, dal} sich die kleinere Tochterzelle
etwas schneller erneut teilt als die groRere. Dies hdtte man bei dem Bakterium S. meliloti eher
umgekehrt erwartet [152]. Die nach der zweiten Zellteilung entstandenen Tochterzellen zeigen
dann aber wieder eine vergleichbare asymmetrische Verteilung des DivK-Proteins, mit der
Lokalisierung an der alten Polregion in der groReren und einer gleichméaRigen Verteilung
innerhalb der kleineren Tochterzelle.
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Die TLFI-Chips mit dem Obermaterial aus PDMS, die zur Zellimmobilisierung verwendet worden
sind (s. 4.5.3.1), bieten einige Vorteile, gerade fiir die Langzeitbeobachtung von Bakterienzellen.
Zum einen ergibt sich aus dem einfache Aufbau unter Verwendung eines linearen Kanals eine
gut kontrollierbare Flissigkeitsumgebung, die es erlaubt, die Zellen kontinuierlich mit
Kulturmedium zu umstromen, wodurch sich eine sehr gute Nahrstoffversorgung sichergestellt
wird, die sich in der Viabilitdt der Bakterien zeigt. Zudem wird durch die geringe Kanalhdhe (3
um) ein mégliches Ubereinanderliegen der Zellen verhindert und gleichzeitig ein méglichst
vollstandiges Umspilen mit Medium sichergestellt. AuRerdem fiihrt dies zu einem reduzierten
Fluoreszenzhintergrund im sichtbaren Bereich, da nur ein &duBerst geringes Volumen an
Kulturmedium mit Eigenfluoreszenz zur Signalintensitat beitragt. Dall die Viabilitat der Zellen
nicht negativ beeinflusst wird, zeigt sich eindeutig in der Verdopplungszeit der Zellen und
begriindet sich nicht zuletzt auch in der hohen Biokompatibilitdit und Gaspermeabilitdt des
verwendeten Polymers PDMS. Somit wird auch eine ausreichende Sauerstoffversorgung der
Zellen sichergestellt. Die Gaspermeabilitat ist bereits von Singh et al. untersucht worden und
betragt 245x107° cm?*(STP) cm/cm? s cmHg [155]. Ein weiterer Vorteil dieser TLFI-Chips und
grundsatzlich dieser Form der Miniaturisierung unter Verwendung der Softlithographie ist die
sehr gute Flusskontrolle innerhalb des Mikrokanals, durch welche das gezielte und
reproduzierbare Auftragen des PEl Konzentrationsgradienten (s. 4.5.3.1) als Beschichtung fir die
Zellimmobilisierung (iberhaupt erst moglich wird. Dies ist fiir die Langzeitbeobachtungen eine
wichtige Voraussetzung, da sich somit auch ein Gradient der immobilisierten Zellen ergibt, sich
also die Zelldichte ortsabhangig im Kanal unterscheidet. Dadurch kann im Kanal fir die TLFI-
Bilder eine Region ausgewahlt werden, in der sich zum einen nur so viele Zellen befinden, dal}
diese auch nach mindestens zwei Zellteilungen noch eindeutig voneinander unterscheidbar sind,
und andererseits geniigend Zellen vorhanden sind, um an mehreren Einzelzellen mindestens
zwei Zellteilungen beobachtet werden konnen. Dies wird in Einzelfdllen erschwert, bzw.
unmoglich wenn z.B. eine Tochterzelle nach der Teilung nicht durch die elektrostatische
Wechselwirkung zwischen der Bakterienmembran und der Polyethylenimin-Beschichtung der
Oberflache immobilisiert wird.

In der Abbildung 38 in dem REM-Bild auf der linken Seite sind die vier Sektionen, in die jede Zelle
fir die Proteinlokalisierungsanalyse eingeteilt worden ist, gezeigt. Dabei fallt auch auf, daf® der
Durchmesser einer S. meliloti —Zelle etwa 400 nm betragt, wahrend die typische Linge in etwa
von 1,5 — 3 um variiert. Eine Unterteilung dieser kleinen Bakterienzellen in mehr und damit
gleichzeitig kleinere Sektionen ergibt dabei nur wenig Sinn, da nach dem Rayleigh-Kriterium die
mogliche Auflésung bei der klassischen optischen Mikroskopie bei etwa der Halfte der
detektierten Emissionswellenldange limitiert ist. Fiir die Detektion des Fluoreszenzproteins eGFP
liegt diese Emissionswellenlange um 530 nm [156]. Damit ergibt sich unter Berlicksichtigung der
numerischen Apertur von 1,3 des verwendeten Objektivs ein minimaler Abstand von 200 nm,
der fur zwei Objekte notwendig ist, damit diese theoretisch noch voneinander unterschieden
werden kénnen. Die Anzahl der Zellsektionen (vier) ist entsprechend gewahlt worden, so daR
diese eine minimale Kantenlange von 300 nm direkt im Anschluss an eine, und bis zu 800 nm
kurz vor einer Zellteilung, besitzen. Trotz der limitierten Aufldsung ist mit einem Pixel der
verwendeten CCD-Kamera entsprechend einer Kantenldnge von 67 nm eine (iberhohte
Abtastung (engl. oversampling) bei der Detektion verwendet worden, um die Bildauswertung
durch eine groRere Variationsmoglichkeit bei der Einteilung in die Sektionen zu erleichtern.
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Die doch recht groRen Fehlerbalken in der Abbildung 36 und der Abbildung 38 lassen sich nicht
auf das mehr als ausreichende Signal-Rausch-Verhaltnis (s. Anfang von Kapitel 5.9) der TLFI-
Aufnahmen zurickfiihren. Viel wahrscheinlicher sind die Fehlerbalken durch Unterschiede von
Zelle zu Zelle so groR geworden. Diese bekannte Einzelzellheterogenitdt [157,158] entsteht
selbst bei genetisch identischen Zellen aufgrund unterschiedlicher Expressionsniveaus von
Proteinen, die z.B. durch schon geringfiigige Variationen in der Nahrstoffversorgung von Zelle zu
Zelle, was wiederum zu unterschiedlichem Zellwachstum und veranderter Genexpression fiihrt,
verursacht werden kann. Zudem ist gerade bei der Untersuchung von alpha-Proteobakterien, zu
denen auch das S. meliloti gehoért, aufgrund der asymmetrischen Zellteilung, die auch in
Abbildung 40 anhand zweier Einzelzellen adressiert worden ist, eine erhdhte Heterogenitat zu
erwarten. Fir eine detailliertere Auswertung der Proteinlokalisierung ware demnach auch bei
den der Abbildung 36 und der Abbildung 38 zugrundeliegenden Zellen eine Unterteilung in zwei
verschiedene Arten von Tochterzellen vorzuziehen. Dies ergibt aber erst bei einer grofReren
Anzahl an beobachteten Zellen Sinn. Letztlich kann auch eine Steigerung der Heterogenitat
aufgrund der Schadigung von Zellen durch das fiir die Anregung des eGFP verwendeten
eingestrahlten Lichts (ca. 475 nm) nicht ausgeschlossen werden. Allerdings sind vor den
Langzeitbeobachtungen der Zellen die Belichtungszeit und die Lichtintensitat optimiert worden,
so dal} diese anschlieRend zwar konstant, aber dennoch so kurz und niedrig wie moglich
verwendet worden sind, um gerade eine solche Schadigung zu vermeiden. Auch, die
Verdopplungszeiten der Zellen in den TLFI-Chips, die denen in einer konventionellen Zellkultur
(Anzucht im Brutschrank in Schittelkolben) entsprechen, sind ein Beleg dafiir, dalR keine
Schadigung der Zellen durch das Anregungslicht stattgefunden hat.

Die hier untersuchte Dynamik und Lokalisierung der Proteine GcrA und DivK, die an der
Zellzykluskontrolle von S. meliloti beteiligt sind, kann mit der von homologen Proteinen in dem
Bakterium C. crescentus verglichen werden. C. crescentus, in dem diese Proteine bereits sehr
ausfihrlich untersucht worden sind, gehort ebenfalls zu den alpha-Proteobakterien und gilt als
Modellorganismus fiir Studien des bakteriellen Zellzyklus [159,160]. Die alpha-Proteobakterien
teilen sich grundsatzlich asymmetrisch, wobei zwei genetisch identische Tochterzellen
entstehen, die sich jedoch in ihrer Morphologie unterscheiden. In dem Bakterium C. crescentus
ist die groRere Zelle, die sogenannte ,stalked” (engl. fiir gestielt) Zelle, befahigt, direkt in die
prokaryotische S-Phase einzutreten und damit die Chromosomenreplikation und die Cytokinese
(Zellteilung) erneut zu initiieren, wahrend die kleinere Zelle, die sogenannte ,,swarmer” Zelle, fiir
etwa 30 min in der G1-Phase verbleibt, bevor diese sich auch zu einer ,stalked” Zelle entwickelt.
Diese asymmetrische Regulation bei den beiden Tochterzellen wird durch die zeitliche und
ortliche Lokalisierung des phosphorylierten DivK-Proteins bestimmt [161]. In den ,swarmer”
Zellen ist das DivK gleichmaRig verteilt und durch die zugehoérige Phosphatase PleC inaktiviert.
Dabei blockiert das durch Phosphorylierung aktivierte Protein CtrA den Replikationsursprung
(engl. origin of replication, ORI) und verhindert somit die DNS-Replikation. In den ,stalked”
Zellen befindet sich das DivK lokalisiert an dem Pol, wo es durch die zugehorige
membranassoziierte Histidinkinase DivJ aktiviert wird. Das aktivierte DivK-P inaktiviert dann das
CtrA durch die Blockierung des CckA-Phosphorelay-Systems, wodurch dann die
Chromosomenreplikation beginnt.

Bereits zuvor ist das homologe DivK-Protein in dem Bakterium S. meliloti von Lam et al.
untersucht worden [152]. Dabei konnte eine DivK defiziente Mutante von C. crescentus mit
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smDivK komplementiert werden, wodurch eindeutig belegt worden ist, dal} das DivK-Protein aus
S. meliloti auch im C. crescentus funktionstiichtig ist. Die oben gezeigten TLFI-Untersuchungen
des eGFP-markierten DivK in S. meliloti bestatigen die Ergebnisse von Lam et al. [152], indem
hier fiir das DivK ein anderes Lokalisierungsmuster als im C. crescentus beobachtet worden ist.
Wahrend die Lokalisierung in C. crescentus an beiden Polen der Zelle auftritt (bipolar), ist an der
steigenden Fluoreszenzintensitat sichtbar, daR gegen Ende des Zellzyklus die Lokalisierung in
beiden Tochterzellen bei S. meliloti nur an einem der beiden Pole stattfindet. Dabei ist nach Lam
et al. das DivK-Protein nur in seinem phosphorylierten Zustand aktiv, wobei dessen
Phosphorylierung an die Lokalisierung an einem der Pole gebunden ist [152]. Im C. crescentus
bewirkt das aktive DivK-P die Auflésung des CtrA an der alten Polregion der Zelle [162]. Dieser
Abbau des CtrA-Proteins ist notwendig fir die Initiierung der DNS-Replikation und bewirkt
gleichzeitig, anders als bei anderen Bakterien (z.B. E. coli), dalk in jedem Zellzyklus auch nur eine
Replikation stattfindet [163]. Auch im Bakterium S. meliloti findet die Chromosomenreplikation
nur einmal in jedem Zellzyklus statt. Aufgrund der Lokalisierung von smDivK an nur einem der
Pole (unipolar am alten Pol) ist jedoch von Unterschieden in der CtrA-Phosphorelay-Kaskade
auszugehen. McAdams et al. gehen trotz dieser Unterschiede in der polaren Morphologie
aufgrund von der gemeinsamen asymmetrischen Zellteilung bei den beiden Organismen von
einem konservierten Hauptmechanismus in der Kontrolle des Zellzyklus mit Anpassungen an die
verschiedenen Lebensbedingungen in alpha-Proteobakterien aus [164].

In der Abbildung 39 ist sehr deutlich zu sehen, daR die Konzentration des Fusionsproteins aus
dem Hauptregulator des Zellzyklus GcrA und dem Fluoreszenzprotein eGFP innerhalb des
Zellzyklus oszilliert, wie es sich aus TLFI-Untersuchungen des S. meliloti ergibt. Da die Zellen
anfangs nicht synchronisiert worden sind, ist eine in silico Synchronisierung bei der Auswertung
der Bilder nach Sigal et al. [76] durchgefiihrt worden. Dabei ist zu bemerken, dal} sich die
Akquisition von Zellzyklusabhdngigem Expressionsverhalten unter Verwendung von GFP-
markierten Proteinen sich von herkdmmlichen Methoden, wie z.B. Western-Blots von
synchronisierten Zellkulturen, unterscheidet. So kénnen bei dem Fusionsprotein beispielsweise
die Aktivierung (z.B. durch Phosphorylierung), die biologische Halbwertszeit und auch die
bendtigte Zeit fur den Abbau eines solchen Proteins von dem Zielprotein abweichen. Bei dem
hier untersuchten GcrA aus S. meliloti zeigt sich jedoch ein &dhnliches Verhalten zu dem
orthologen GcrA in C. crescentus. Im Vergleich des GerA-eGFP-Expressionsprofils in S. meliloti mit
der GerA-Konzentration in synchronisierten Zellen von C. crescentus scheint lediglich die erneute
Akkumulation des Proteins in S. meliloti spater im Zellzyklus zu beginnen als beim C. crescentus.
AulRerdem Unterscheidet sich das Vorhandensein des Proteins zu Beginn des Zellzyklus in beiden
Arten der Tochterzellen in S. meliloti, wo die Konzentration dann innerhalb der ersten 40 min
deutlich abnimmt, wahrend in den ,swarmer” Zellen von C. crescentus das aktivierte Protein
CtrA die DNA-Replikation blockiert und gleichzeitig die Transkription des GcrA hemmt [165]. Da
das smGcrA im Gegensatz dazu zu Beginn des Zellzyklus auch in den kleineren Tochterzellen von
S. meliloti vorhanden ist, sind leicht unterschiedliche Funktionen der konservierten
Hauptregulatoren des Zellzyklus GerA und CtrA wahrscheinlich.

Somit sind die TLFI-Chips mit dem Obermaterial aus PDMS (s. 4.5.3.1) fir die zeitaufgeloste
Fluoreszenzmikroskopie einzelner Bakterienzellen verwendet worden, indem diese in den TLFI-
Chips auf einer Oberflachenbeschichtung aus Polyethylenimin (PEl) immobilisiert worden sind.
Dabei ermdoglichen diese Mikrofluidik-Chips die gezielte und reproduzierbare Erstellung eines
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Konzentrationsgradienten des PEI, wahrend die Viabilitdt der Zellen erhalten bleibt. Durch den
Gradienten wird das Immobilisieren lebender Zellen in gewiinschter Anzahl (Dichte) erreicht,
wahrend gleichzeitig durch das Design der Chips ein Ubereinanderliegen der Zellen verhindert
wird. Resultierend wird die Beobachtung auch von sehr kleinen Bakterienzellen Uber viele
Stunden in den TLFI-Chips moglich. Dies konnte trotz der geringen GrofRen von S. meliloti Zellen
anhand der Beobachtung von zeit- und ortsaufgeldster Proteindynamik von zwei Proteinen, die
bei der Regulation des Zellzyklus beteiligt sind, in einzelnen Zellen demonstriert werden. Dabei
ist die Lokalisierung des einen Proteins durch die Unterteilung der Zellen in vier Sektionen, die
nur ein wenig Uber der Auflésungsgrenze in der (klassischen) optischen Mikroskopie liegen,
adressiert worden. Aus den so ermittelten Informationen konnten neue Erkenntnisse Uber die
Dynamik, von an der Zellzykluskontrolle in S. meliloti beteiligten Proteinen, sowie interessante
Gemeinsamkeiten und Unterschiede zum verwandten Bakterium C. crescentus, gewonnen
werden [82].
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6 ZUSAMMENFASSUNG UND AUSBLICK

Gleich zu Beginn dieser Arbeit ist es gelungen unter Verwendung einer statischen Beschichtung
bestehend aus F108 bei der Trennung des Proteinhaushalts einer einzelnen Sf9-Insektenzelle,
nachdem die Zelle mit einem kurzen Hochspannungspuls lysiert worden ist, in einem PDMS-Chip
das erste Einzelzellelektropherogramm aus einer solchen Zelle mit nativer UV-LIF Detektion zu
prasentieren. Dieses ist mit einem Elektropherogramm, das nach gleicher Methode von vier Sf9-
Zellen erstellt worden ist, verglichen worden.

Eine weitere Verbesserung fiir die native UV-LIF Detektion von Proteinen konnte durch die
Herstellung von PQW-Chips erreicht werden. Diese Mikrofluidik-Chips besitzen, wie die zuvor
eingesetzten PDMS-Chips ein Obermaterial aus PDMS mit einer Unterseite aus einem
hochwertigen Deckglas aus Quarzglas, zusatzlich ist jedoch am Punkt der Detektion ein kleines
Fenster aus Quarzglas oberhalb des Trennkanals integriert worden. Somit ist es gelungen, die
Hintergrundfluoreszenz in der UV-LIF Detektion gegeniiber den PDMS-Chips um 75 % zu
reduzieren. Gleichzeitig war es moglich durch die Verwendung eines groReren Pinholes und
durch die Optimierung des pH-Werts des Trennpuffers fiir die Detektion der aromatischen
Aminosaure Tryptophan, bei den Trennungen des Proteinhaushalts aus einzelnen Sf9-
Insektenzellen in einem PQW-Chip mit nativer UV-LIF Detektion viermal hohere
Signalintensitaten im Vergleich zu den ersten Messungen in PDMS-Chips zu erzielen.

Desweiteren war es im Rahmen dieser Arbeit moglich durch die Erstellung einzigartiger neuer
Mikrofluidik-Chips, die vollstandig aus sehr hochwertigem Quarzglas mit einer Bodendicke von
nur 200 um bestehen und die durch DRISO eine anisotrope Kanalgeometrie mit einer Tiefe von
30 um besitzen, so daR diese eine auBergewohnliche Transparenz fiir UV-Licht (Aey = 266 nm)
und verschwindend geringe Hintergrundfluoreszenz in der UV-LIF Detektion aufweisen, neue
Malstabe zu setzten. So war es moglich mit nativer UV-LIF Detektion in diesen QG-Chips eine 10
nM Tryptophan-Losung mit einem Signal-Rausch-Verhéltnis von 11,9 zu detektieren, woraus sich
eine theoretische Detektionsgrenze von 2,5 nM Tryptophan ergibt. Dies ist die bislang niedrigste
Konzentration an Tryptophan, die mit nativer UV-LIF Detektion in einem Mikrofluidik-Chip
gemessen worden ist. Eine hohe Trenneffizienz konnte anhand der Trennung der drei Proteine
a-Chymotrypsinogen A, Catalase und Ovalbumin in diesen QG-Chips unter Verwendung einer
dynamischen Beschichtung mit n-Dodecyl-8-maltosid (DDM) innerhalb von 2 min demonstriert
werden. Durch die Kombination von einem hoheren pH-Wert des Trennpuffers mit der
Verwendung einer dynamischen Beschichtung bestehend aus DDM und Methylcellulose (MC)
konnten bei der Trennung des Proteinhaushalts einer einzelnen Sf9-Insektenzelle in einem QG-
Chip mit nativer UV-LIF Detektion eine verbesserte Trenneffizienz und héhere Signalintensitaten
im Vergleich zu anfangs verwendeten PDMS-Chips erzielt werden. Durch die Modifikation des
Aufbaus fur die UV/VIS-LIF Detektion hin zu einem Aufbau mit dem die parallele UV/VIS-LIF
Detektion, also die gleichzeitige Anregung mit einem Laser im UV (A, = 266 nm) und im VIS (A, =
488 nm) und die Detektion der entsprechend emittierten Fluoreszenzsignale, moglich ist,
konnten bei den Trennungen des Proteinhaushalts aus einzelnen Sf9 PKCy-GFP-Insektenzellen,
bei denen das Protein PKCy mit dem griin fluorsezierenden Protein (GFP) fusioniert exprimiert
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wird, in einem QG-Chip einzelne Peaks im sichtbaren Spektralbereich, die von diesem Protein
stammen, entsprechenden Signalen im UV-Bereich zugeordnet werden.

Eine interessante Moglichkeit der Nutzung des hochempfindlichen Aufbaus fir die parallele
UV/VIS-LIF Detektion in Kombination mit der Mikrofluidik ist auch weiterhin sicherlich die
Untersuchung einzelner Zellen. So ist die Adressierung der Heterogenitat auf Einzelzellebene bei
Produktionsstimmen fir therapeutisch oder wirtschaftlich relevante Proteine bezogen auf
ebendiese Proteine ein spannendes Themenfeld. Durch die Untersuchung an monoklonalen
Zelllinien, die zudem auch noch synchronisiert werden, konnte die Reproduzierbarkeit erh6ht
werden, so daB es in Zukunft vielleicht doch noch mdglich ist ibereinstimmende Muster in den
Einzelzellelektropherogrammen zu finden. Uberdies kénnte der Aufbau genutzt werden, um bei
einer Trennung des Proteoms einzelner Zellen in zwei Dimensionen (beispielsweise eine
Trennung nach Ladung (tragerfreie Elektrophorese) oder nach isoelektrischem Punkt
(isoelektrische Fokussierung mit freien Tragerampholyten) in der ersten Dimension mit
anschlieRender Trennung nach GroBe (Gelelektrophorese)) zu Uberprifen wann der
Proteingehalt in der ersten Dimension weit genug migriert ist, um in der zweiten Dimension
weiter aufgetrennt zu werden. Nach der Immobilisierung der Proteine in dem Mikrofluidik-Chip,
konnte dieser gedffnet werden und eine Vielzahl der Proteine z.B. mittels MALDI-MSI (engl.
»MALDI mass spectrometry imaging”) identifiziert werden. Somit ware die Untersuchung von
Unterschieden im Proteom aufgrund der Variabilitdt einzelner Zellen oder Veranderungen im
Proteom einzelner Zellen aufgrund von externen Stimuli (z.B. der Infektion einer Zelle) moglich.

Zur Abbildung der Zelloberflache des gram-negativen Bakteriums S. meliloti sind mit SEM, XHR
SEM und AFM in Trockenheit, wie in Flussigkeit, verschiedene hochauflésende Mikroskopie-
Techniken verwendet worden, um die anfangs in konventionellen SEM-Bildern beobachteten
Strukturen zu untersuchen. Somit konnte gezeigt werden, dall diese Oberflachenstrukturen
nattrlicherweise auch bei lebenden Bakterien vorhanden sind und deren Verdanderungen durch
die verschiedenen Schritte bei der Probenpraparation, angefangen bei den unnatirlichsten
Umgebungsbedingungen, die fir die herkdmmliche Rasterelektronenmikroskopie (SEM)
notwendig sind (Fixierung, Trocknung, Metallbeschichtung und Hochvakuum), bis hin zu
physiologischen Konditionen bei der Rasterkraftmikroskopie in Fliissigkeit (Abbildung lebender
Bakterien), sukzessive nachvollzogen werden. Es ist gezeigt worden, dal die bei der Abbildung
mit dem AFM in Flissigkeit rundlichen Erhebungen in ihrer Hohe von der Osmolaritdt des
umgebenden Mediums abhdngig sind. Anhand von Mutanten sind die Einflisse auf die
Strukturen durch die haufigsten Oberflaichenmolekiile, den Exopolysacchariden und den
Lipopolysacchariden, untersucht und diskutiert worden. Es konnte weiterhin gezeigt werden,
daR die Austrocknung zu der Ausbildung von langlichen Erhebungen fiihrt, die sich sehr
wahrscheinlich aus den runden Erhebungen bei lebenden Bakterienzellen gebildet haben.
Zudem sind bei der Abbildung mit dem AFM in Flissigkeit sehr kleine runde Strukturen mit einer
Hohe von nur etwa 2 nm beobachtet worden, die als duRere Membranproteine an der
Oberfliche der lebenden Bakterien gedeutet worden sind. Desweiteren stellt die einfach
durchzufiihrende Beschichtung fiir die Immobilisierung der lebenden Zellen mit Polyethylenimin
(PEI) eine kostengiinstige Alternative zu der Funktionalisierung der Deckglaser mit Polylysin dar.
Dieses positiv geladene Polymer fiihrt durch elektrostatische Wechselwirkungen mit der
Uberwiegend negativ geladenen Bakterienoberflache zu einer optimalen Immobilisierung der
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Zellen. Dadurch wird das Abbilden mit dem AFM in Flissigkeit mit hoher Auflésung ohne ein
verrutschen der Probe ermoglicht.

In der Zukunft kénnte die Studie der Oberflachenstrukturen beim Bakterium S. meliloti noch
erweitert werden und beispielsweise durch ergdnzende Abbildungen mit einem
Transmissionselektronenmikroskop (TEM) nach Immunogoldfiarbung die Verteilung der LPS-
Molekiile beim Wildtyp-Stamm und der untersuchten Mutante, wie auch &uRerer
Membranproteine mit den bisherigen Ergebnissen verglichen werden. Gleichzeitig ist die
verwendete Methode fiir die Immobilisierung der Bakterien mit PEl und der zusatzlichen
hydrophoben Barriere aus Parafilm fir die Messungen mit dem AFM in FlUssigkeit universell fur
Untersuchungen an lebenden, wie auch an fixierten Zellen, die nicht adharent wachsen
einsetzbar.

Zur Verfolgung der zeit- und ortsaufgeldsten Proteindynamik in einzelnen Bakterienzellen sind
TLFI-Chips mit dem Obermaterial aus PDMS fir die zeitaufgeloste Fluoreszenzmikroskopie
verwendet worden. Dazu sind S. meliloti Zellen in den TLFI-Chips auf einer
Oberflachenbeschichtung aus Polyethylenimin (PEI) immobilisiert worden, wobei die Viabilitat
der Zellen aufgrund der physiologischen Umgebungsbedingungen erhalten geblieben ist. Mit
diesen Mikrofluidik-Chips war es moglich, das PEl gezielt und reproduzierbar in einem
Konzentrationsgradienten als Beschichtung aufzutragen, so daR die lebenden Zellen in einer
gewilnschten Anzahl (Dichte) fir eine ldangere Beobachtungsdauer immobilisiert werden
konnten. Gleichzeitig konnte durch die bewusst gewahlte geringe Hohe der Mikrofluidikkanale
ein Ubereinanderstapeln der Zellen, auch nach mehrfacher Teilung, erfolgreich vermieden
werden. Mittels Fluoreszenzmikroskopie der zeit- und ortsaufgeloster Proteindynamik von zwei
Proteinen, die bei der Regulation des Zellzyklus beteiligt sind konnte trotz der geringen Gréf3en
der S. meliloti Zellen die Eignung der TLFI-Chips mit dem PEl-Konzentrationsgradienten fir die
Beobachtung dieser sehr kleinen Bakterienzellen Uber viele Stunden demonstriert werden,
wobei durch eine in silico Synchronisierung eine attraktive Alternative zu der konventionellen
Zell-Synchronisation (z.B. durch FACS, engl. ,fluorescence activated cell sorting”) angewendet
worden ist. Dazu sind S. meliloti-Stamme verwendet worden, bei denen die Gene fir die zu
untersuchenden Proteine an ihrem natirlichen Ort im Genom durch Fusionen dieser Gene mit
der Sequenz, die fiir ein fluoreszierendes Protein kodiert, ersetzt worden sind. Fiir die Analyse
der Lokalisierung innerhalb der Zelle Gber den Zellzyklus von S. meliloti des einen Proteins sind
die Zellen in vier Sektionen, die nur ein wenig Gber der Auflosungsgrenze in der (klassischen)
optischen Mikroskopie liegen, unterteilt worden. Aus den gewonnenen Informationen konnten
neue Erkenntnisse Uber die Dynamik, von an der Zellzykluskontrolle in S. meliloti beteiligten
Proteinen, sowie interessante Gemeinsamkeiten und Unterschiede zum verwandten Bakterium
C. crescentus, gewonnen werden.

Neben den beiden hier Untersuchten Proteinen (DivK und GcrA) gibt es eine Reihe weiterer
Proteine, die an der Regulation des Zellzyklus in S. meliloti beteiligt sind und die in Zukunft mit
der gleichen Methode untersucht werden kdonnten. Dariliber hinaus ist durch die Softlithographie
eine einfache Anpassung der Kanalgeometrie von den TLFI-Chips moglich, so daR mit der
Immobilisierung durch den PEI-Konzentrationsgradienten Langzeitbeobachtungen von sehr
vielen verschiedenen, auch eukaryotischen Zellen durchgefiihrt werden kénnen. Durch kleinere
Modifikationen an dem Aufbau ist auch eine Automatisierung der Bildakquise und somit auch
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eine Beobachtung liber mehrere Tage moglich. Dazu konnte eine Inkubationskammer mit
Temperatur- und Luftfeuchtigkeitskontrolle verhindern, daR in kiirzeren Abstanden Flussigkeit
nachgefiillt werden muss und was besonders bei der Beobachtung von Sdugetierzellen, die
oftmals ein Temperaturoptimum bei 38 °C besitzen, interessant ist, dal$ der gesamte Laborraum
auf diese Temperatur erhitzt werden muss. Durch die Verwendung des frei verfligbaren
Programms Micromanager (basierend auf dem Programm Imagel) kdnnte die automatisierte
Aufnahme von Fluoreszenz- und Hellfeldbildern auch an verschiedenen Punkten des Kanals in
dem TLFI-Chip Uber einen langeren Zeitraum realisiert werden. Durch die Nutzung eines Chips
mit mehreren parallelen Kanélen ist sogar die Beobachtung verschiedener Zellen oder Mutanten
in dem gleichen Zeitraum denkbar.
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8 GLOSSAR

AFM atomic force microscopy (engl. fiir Rasterkraftmikroskopie bzw.
Rasterkraftmikroskop)

APD Avalanche-Photodiode

a.u. arbitrary unit (engl. fir relative Einheiten)

BS bottom substrate (engl. fiir unteres Substrat)

CAD computer assisted design

CFDA-SE 5(6)-Carboxyfluorescein-Diacetat-Succinimidylester

CHES 2-(Cyclohexylamino)-ethansulfonsaure

DDM n-Dodecyl-B-maltosid

DMSO Dimethylsulfoxid

DNS Desoxyribonukleinsdure

DRIESO deep reactive ion (RIE) etching of silicon dioxide (engl. fur reaktives

lonentiefenatzen von Siliziumdioxid)

EOF Elektroosmotischer Fluss

FACS fluorescence activated cell sorting

FITC Fluoresceinisothiocyanat

FLIM fluorescence life-time imaging (engl. fir Fluoreszenz-Lebenszeit-
Messung)

G418 Geniticindisulfid (Antibiotikum)

GFP green fluorescent protein (engl. flr griin fluoreszierendes Protein)

h Bodenhohe

H,0, Wasserstoffperoxid

HPLC high-pressure liquid chromatography (engl. fir

Hochdruckflissigkeitschromatographie)
H,S0, Schwefelsdure
ICP inductively coupled plasma

LPS Lipopolysaccharide



MALDI
MC
m/m
MSI

HTAS

NaOH

nD

o.D.
Omp

p.a.

PBS

PDMS

PEI

Pinhole
PMT

PKCy
PQW-Chips
QG-Chips

R

RT

SD

SDS

Glossar

Mittelwert (engl. mean)

Matrix-assisted laser desorption/ionization
Methylcellulose

Massenprozent

mass spectrometry imaging

miniaturized total chemical analysis system
Anzahl der Messungen

Bodenzahl

Natriumhydroxid

neutral density (engl. fir neutrale Dichte, entspricht optischer Dichte
Uber einen groReren Wellenlangenbereich)

optical density (engl. fir optische Dichte)
outer membrane protein (engl. fiir duferes Membranprotein)

pro analysi (lat. Bezeichnung fiir einen hohen Reinheitsgrad bei
Chemikalien)

phosphate buffered saline (engl. fir durch Phosphat gepufferte
Salzlésung)

Polydimethylsiloxan

Polyethylenimin

engl. fur Lochblende

Photomultiplier

Proteinkinase C

PDMS-Quartz-Window-chips (engl. fir PDMS-Quarzglas-Chips)
full body quartz glass chips (engl. fiir Quarzglas-Chips)
Auflésung

Raumtemperatur

Standardabweichung (engl. standard deviation)

Natrium-Dodecylsulfat
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SEM

Sf9

S/N
smDivK
smGcrA
stalked
swarmer

STP

TEM

TLFI

Tris

TS
UpM
uv
UV-LIF
VIS
VMM
v/v

XHR

scanning electron microscopy (engl. fiir Rasterelektronenmikroskopie
bzw. Rasterkraftmikroskop (REM))

Insekten-Zelllinie aus Eierstock-Zellen von Spodoptera frugiperda
signal to noise ratio (engl. fiir Signal-Rausch-Verhaltnis)
DivK-Protein aus dem Bakterium S. meliloti

GcrA-Protein aus dem Bakterium S. meliloti

engl. fur gestielt

engl. fir schwarmende

standard temperature and pressure (engl. fiir Standardtemperatur und
Standarddruck)

Transmissionselektronenmikroskop

time-lapse fluorescence imaging (engl. fir zeitaufgeldste
Fluoreszenzmikroskopie)

Tris(hydroxymethyl)-aminomethan

top substrate (engl. fir oberes Substrat)

Umdrehungen pro Minute (engl. rpm, revolutions per minute)
ultraviolett

UV laser induced fluorescence (engl. fiir UV Laser induzierte Fluoreszenz)
visible (engl. fur sichtbar)

Vincent Minimalmedium

Volumenprozent

extreme high resolution (engl. fiir extrem hochauflésend)
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