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Einleitung 1

1 Einleitung

1.1  Optische Verfahren zur Untersuchung biologischer Systeme

Erkenntnisse tber wichtige Strukturen und Funktionen von Lebewesen sind in der Biologie
oft mit Unterstitzung aus Nachbarwissenschaften wie etwa der Physik oder der Chemie
zustande gekommen. Die Physik lieferte dabei vor allem neue Untersuchungsmethoden. So
ermoglichte erst die Erfindung des Lichtmikroskops im 17. Jh. die Beobachtung der kleinsten
lebensfahigen Einheiten, der Zellen. Dies flhrte rasch zu neuen Erkenntnissen Uber den
Aufbau lebender Organismen. Andere bildgebende Verfahren wie Rontgenstrukturanalyse,
Elektronen- und Fluoreszenzmikroskopie vertieften das Bild Gber den inneren Aufbau der
Zellen bis hin zur Auflésung einzelner Molekule. Wahrend friiher jedoch die Darstellung von
Strukturen im Vordergrund stand, bot sich spater immer mehr die Mdglichkeit mit optischen
Verfahren direkt in biologische Prozesse eingreifen zu kénnen. Einer der ersten Versuche,
Zellen bzw. Zellorganellen mit Hilfe von Licht zu inaktivieren, wurde von Tschachotin 1912
durchgefihrt, der Licht einer Magnesium-Entladungslampe mit einer Wellenldnge von
280 nm durch ein Mikroskopobjektiv auf einen Spot von 5 um fokussierte (Tschachotin,
1912). Mit dieser von ihm als Strahlenstichmethode bezeichneten Technik konnten Zellkerne
oder andere Zellorganellen inaktiviert werden. Diese Art der Bestrahlung mit konventionellen
Lichtquellen wurde bis in die 50er Jahre des letzten Jahrhunderts durch Bessis und Nomarski
optimiert und es konnten Auflésungen im Sub-Mikrometerbereich erzielt werden (Bessis und
Nomarski, 1960; Moreno et al., 1969). Aufgrund schlechter Fokussierbarkeit wvon
konventionellen Lichtquellen und damit begrenzten Bestrahlungsstarken wurde die praktische
Anwendung jedoch durch lange Bestrahlungszeiten behindert. VVor allem die Erfindung des
Lasers um 1960 hat dieser Entwicklung neuen Vorschub gegeben. Der Begriff Laser wurde
1957 von Gordon Gould gepragt und bezeichnet die Lichtverstarkung durch angeregte
Strahlungsaussendung (Light Amplification by Stimulated Emission of Radiation). Aufgrund
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der besonderen Eigenschaften von Laserstrahlen ergeben sich vielfaltige Moglichkeiten flr
biologische Applikationen. Das intensive, monochromatische Licht eines Lasers kann
angesichts seiner hohen raumlichen Kohérenz stark fokussiert werden (Prasad, 2003). Erste
Versuche zur Inaktivierung von Mitochondrien wurden um 1965 mit Hilfe eines Rubinlasers
durchgefihrt, dessen 500 s lange Pulse auf 5 um Strahldurchmesser fokussiert wurden (Amy
und Storb, 1965). Eine Verbesserung der Strahlqualitat und vor allem weitere Verkiirzungen
der Pulsdauer in den ps- und fs-Bereich ermdglichten eine feinere Lokalisation der Effekte
(Vogel et al., 2005). So gelang es, mit Hilfe von Laserstrahlung einzelne Chromosomen zu
schneiden (Berns et al., 1981; Liang et al., 1993; Konig et al., 2001), Zellen zu fusionieren
(Sato et al., 1992; Schiitze und Clement-Sengewald, 1994) oder die auf’ere Membran von
Eizellen fur die in vitro-Fertilisation zu 6ffnen (Mantoudis et al., 2001). Ebenso ist die
Permeabilisierung von Zellmembranen zur Gentransfektion oder zur Einbringung anderer
Substanzen in Zellen von groRem Interesse (Tsukakoshi et al., 1984; Tao et al., 1987;
Tirlapur und Koénig, 2002).

Laser wurden auch zur Isolierung von biologischem Material erfolgreich eingesetzt. Mittels
der Laser-Mikrodissektion (LMD, Isenberg et al., 1976; Roberts, 2002) konnen einzelne
Zellen oder Gewebeabschnitte aus histologischen Préparaten ,,kontaktfrei* herausgeschnitten
und einer spateren Untersuchung, wie z. B. mit Hilfe der PCR, zuganglich gemacht werden.
Zur lsolierung des ausgeschnittenen Materials haben sich in den letzten Jahren zweli
Verfahren, die Laser Capture Microdissection (LCM) (Emmert-Buck et al., 1996; Rekhter
und Chen, 2001) und das Laser Pressure Catapulting (LPC) etabliert (Schiitze und Lahr,
1998). Fur die LCM wird das zu isolierende Material durch Laserbestrahlung an eine spezielle
Folie geklebt. Das LPC nutzt einen gepulsten UV-Laser, der durch ein Mikroskopobjektiv
kurz unter der ausgeschnittenen Flache fokussiert wird und durch explosionsartigen
Materialabtrag der Tragerfolie die Probe in ein Gefal? katapultiert.

Die Prazision einer direkten Interaktion von Laserstrahlung mit biologischem Gewebe ist
jedoch aufgrund der beugungsbegrenzten FokusgroRe von sichtbarem Licht, die bei ca.
500 nm liegt, limitiert (Vogel et al., 2005). Einen alternativen Ansatz, mit Licht Effekte auf
zelluldrer oder sub-zellularer Ebene zu erreichen, stellt die Verwendung von Absorbern da.
Hier wird die Wirkung auf zellulare Strukturen nicht direkt durch den Laserstrahl, sondern
mit Hilfe von Stoffen, die Licht bestimmter Wellenldngen starker absorbieren als ihre
Umgebung hervorgerufen. Als Absorber wurden Chromophore (Jay, 1988) oder metallische
Nanopartikel (Hittmann und Birngruber, 1999) verwendet, die ihre Zielstruktur durch die

Kopplung an Antikorper gezielt erreichen kdnnen. Durch kurze Laserpulse koénnen die
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thermischen Wirkungen raumlich begrenzt werden (Hittmann et al., 2001). Mit Gold- und
Eisenoxidpartikeln konnten nach ns- und ps-Laserbestrahlung selektive Enzym- und
Zellinaktivierungen gezeigt werden (Radt, 2002; Pitsillides et al., 2003). Als
Inaktivierungsmechanismen werden hier thermische Denaturierung sowie
Kavitationsblasenbildung diskutiert. Im Fall der Chromophore fiihren nicht die
Absorptionswéarme, sondern chemische Prozesse zu den gewinschten Effekten (Liao et al.
1994). Die von Farbstoffen absorbierte Energie fihrt zur Bildung von freien Radikalen oder
Singulett-Sauerstoff, die eine Inaktivierung benachbarter Proteine bewirken. Dieses Prinzip
wird zur Chromophor-assistierten Laserinaktivierung (CALI) von Proteinen genutzt. Bei
CALI werden Fluorochrome in der Regel durch Antikorper selektiv an bestimmten
Zielstrukturen angereichert. CALI wurde bereits zur Inaktivierung von verschiedenen
Membran- und zytoplasmatischen Proteinen mit dem Ziel einer Funktionsanalyse angewandt
(Chang et al., 1995; Wong et al., 2003; Hauptschein et al., 2005). Eine klinische Anwendung
findet das Prinzip der Sensibilisierung mit Farbstoffen in der photodynamischen Therapie
(PDT). PDT wird heute vor allem bei der Therapie von Tumoren und von
Neovaskularisierungen der Netzhaut durch die altersbedingte Makuladegeneration (AMD)
eingesetzt (Hamblin et al. 1998, Hsi et al., 1999). Die lichtabsorbierenden Stoffe, sog.
Photosensibilisatoren, akkumulieren in den Zielstrukturen wie Tumorzellen durch ihre
speziellen chemischen Eigenschaften (Prasad, 2003).

Ein groBer Vorteil von Absorber-vermittelten Effekten gegeniber direkter Beeinflussung
durch fokussierte Laserstrahlung ist ihre hohe rdumliche Spezifitat. Diese wird erstens durch
die selektive Anreicherung der Absorber an ihren Zielstrukturen und fur thermische Effekte
zusatzlich durch eine gepulste Laserbestrahlung erreicht. Thermisch vermittelte Effekte der
Nanoabsorber werden durch die erreichte Temperatur, die von der Bestrahlungsstarke
(Leistung pro Flache) abhangt, chemisch vermittelte Effekte von CALI und PDT dagegen
durch die Bestrahlung (Energie pro Flache) bestimmt. Deshalb sind fiir thermische Effekte
hohe Lichtleistungen, die nur durch Laserbestrahlung erreicht werden kdnnen, notwendig,
wéhrend fir CALI oder PDT auch konventionelle Lichtquellen geeignet sind. Fur einen
Einsatz in vivo, tierexperimentell oder klinisch, sollten  Mikroabsorber ihr
Absorptionsmaximum im Wellenldngenbereich geringer Gewebeabsorption und -streuung
besitzen, um eine gute Eindringtiefe zu erreichen. Hier bietet sich der langwellige Bereich von
ca. 600 nm bis 1200 nm an, da hier so gut wie keine endogenen Farbstoffe mehr absorbieren,
und die Wasserabsorption ebenfalls gering ist. Man spricht in diesem Bereich auch vom

optischen Fenster des Gewebes. Verschiedene Laser, wie Farbstofflaser, Rubinlaser,
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Laserdioden, Titan:Saphir Laser und Nd:YAG Laser emittieren in diesem Spektralbereich und

kdnnen zur Bestrahlung von Partikeln oder Farbstoffmolekiilen verwendet werden.

Proteine
(Cornea)
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Abb. 1.1 Absorptionsspektren von Wasser, Melanin, Oxy-Hamoglobin (HbO,) und Proteinen der
Hornhaut. Der Wellenlangenbereich von 600 bis 1200 nm wird aufgrund verminderter
Gewebeabsorption auch als optisches Fenster von Zellen und Gewebe bezeichnet (verandert nach
Vogel und Venugopalan, 2003).

1.2 Zellchirurgie mit Goldnanopartikeln

Goldpartikel eignen sich in besonderer Weise zur Erzeugung thermischer Nanoeffekte, da sie
eine hohe Absorption und Photostabilitat besitzen und einfach mit Antikérpern oder anderen
Proteinen konjugiert werden kdnnen. Wahrend metallisches Gold gelb glénzt, zeigen
Nanopartikel in Wasser oder eingebettet in Glas eine intensive rote Farbe aufgrund einer
starken Absorption im grinen Spektralbereich. Dieser Effekt wurde u. a. zur Herstellung von
intensiv  rotgefarbtem Glas genutzt. Der physikalische Hintergrund der starken
Grinabsorption wurde von Gustav Mie auf der Grundlage der Maxwellschen Gleichungen
erklart (Mie, 1908). Anschaulich kann der hohe Absorptionsquerschnitt, der ein Mehrfaches
des geometrischen Querschnitts erreichen kann, durch einen Resonanzeffekt von kollektiven
Schwingungen der Elektronen des Leitungsbandes (Plasmonen) verstanden werden. Die
genaue mathematische Beschreibung der optischen Eigenschaften von Nanogoldpartikeln ist

Gegenstand einer Reihe von Veroffentlichungen (Papavassiliou, 1979; van de Hulst, 1981,
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Bohren und Huffman, 1983; Kreibig und Vollmer, 1995; Mulvaney, 1996; Link und El-
Sayed, 2000; Hutter und Fendler, 2004; Liz-Marzan, 2004).

Bestrahlung durch gepulste Laser kann zu signifikanten Temperaturerhéhungen fiihren
(Huttmann et al., 2002), die aber rdumlich lokalisiert bleiben. Bei Bestrahlung mit ns- oder
ps-Laserpulsen kann die an Nanoabsorbern entstehende Wéarme aufgrund der Kiirze der Pulse
nur wenige Nanometer diffundieren (Radt, 2002). So betrdgt die Temperaturerh6hung zum
Beispiel bei 15 nm-Partikeln nach Bestrahlung mit 6 ns-Pulsen in 10 nm Abstand von der
Oberflache weniger als ein Drittel der Temperatur direkt an der Oberflache (Abb. 1.2). Bei
zunehmender Pulsdauer steigt die Warmediffusion in die Umgebung und somit der

Schadensradius.
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Abb. 1.2 Temperaturverlauf an der Oberflache von 15 nm-Goldpartikeln sowie im Abstand von
5 nm und 10 nm nach Bestrahlung mit 6 ns-Pulsen bei 532 nm (aus Radt, 2002).

Im Gegensatz zu CALI ist bei laserbestrahlten Goldnanopartikeln ein physikalischer
Schadensmechanismus durch eine thermische Denaturierung umgebender Proteine (Huttmann
et al., 2001; Radt et al., 2001), oder eine explosionsartige Verdampfung des umgebenden
Wassers analog zur Bildung von Kavitationsblasen, die umgebende Strukturen auf
mechanische Weise schadigt, wahrscheinlich (Radt, 2002). Der Schadensmechanismus héngt
von den an der Oberflache des Nanoabsorbers auftretenden Temperaturen ab. VVerdampfung
von Wasser tritt in den erhitzen Nanovolumina erst bei Temperaturen oberhalb des spinodalen
Punkts, der bei Wasser bei ca. 300 °C liegt, auf (Radt, 2002; Vogel und Venugopalan, 2003).
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Thermische Denaturierung benétigt abhdngig von der Temperatur eine gewisse Zeitspanne,
die Ober das Arrheniusmodell (Johnson et al., 1974; Birngruber, 1980) berechnet werden
kann. Obwohl eine Extrapolation der Schadigungsrate, die im Temperaturbereich von 40°C
bis 100°C fiir verschiedene Proteine gemessen wurde, eine thermische Zerstérung innerhalb
von Nanosekunden bei Temperaturen unterhalb des spinodalen Punktes von Wasser erwarten
liel (HUttmann und Birngruber, 1999), zeigte sich experimentell, dass hohere Temperaturen
notwendig sind (Radt, 2002). Dies bedeutet, dass bei der Induktion von Proteinschaden mit
der Ausbildung von Kavitationsblasen zu rechnen ist und Zellen und Proteine
hdchstwahrscheinlich mechanisch zerstort werden kénnen.

Das Potenzial der Laserbestrahlung von Goldnanopartikeln wurde von einigen Gruppen
bereits vor Beginn dieser Arbeit demonstriert. An die Partikel gekoppelte Enzyme lieRen sich
unter Bestrahlung mit ns- und ps-Pulsen inaktivieren (Huttmann et al., 2001; Radt, 2002;
Pitsillides et al., 2003). Auch eine effiziente Zerstérung von Zellen, an deren Oberfl&che die
Partikel gekoppelt waren, wurde bereits fir zwei Zelltypen gezeigt. Da Goldpartikel ein
einmaliges Werkzeug darstellen, um durch lokalisierte Erzeugung hoher Temperaturen
gezielte Modifikationen an Zellen und Gewebe durchzufihren, sollte in dieser Arbeit ihr

Potential zur selektiven Zell- und Protein-Inaktivierung néher untersucht werden.

1.3 Photochemisch vermittelte Effekte von Absorbern

Photochemische Schéaden nach Bestrahlung von Fluoreszenzfarbstoffen werden hauptséchlich
durch reaktive Sauerstoff-Spezies (ROS) ausgeldst. Dabei wird der Farbstoff durch die
Absorption vom Grundzustand Sy in den angeregten Singulett-Zustand S; versetzt und geht
anschlieRend in den stabileren Triplett-Zustand T, Uber. Fiir die Erzeugung von ROS st in
erster Linie dieser Triplett-Zustand verantwortlich (Prasad, 2003, S. 435). Zur Generierung
der ROS sind zwei Reaktionswege moglich (Ochsner, 1997) (Abb. 1.2). Im Typ I-
Reaktionsweg reagieren die angeregten Farbstoffe mit Wasser oder umgebenden
Biomolekiilen. Es entstehen Radikale wie das Hydroxylradikal (-« OH), Peroxid (H.O,) und
Superoxid (O7). Im Typ IlI-Reaktionsweg kommt es zu einer Energielibertragung von
angeregten Farbstoffen auf den Sauerstoff des Gewebes. Dabei werden die
Sauerstoffmolekile von ihrem normalen Triplett-Zustand in den hoch reaktiven Singulett-
Zustand (*O,) berfuhrt. Allgemein wird fir die Wirkung von Farbstoffen oder

Photosensibilisatoren auf Biomolekille der Typ Il - Reaktionsweg als der wichtigere
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angesehen (Prasad, 2003, S. 436). Die Lebensdauer des Singulett-Sauerstoffs in Zellen ist mit
weniger als 40 ns sehr kurz und somit bleibt auch der Aktionsradius der Radikale auf unter 20
nm beschrénkt (Moan und Berg, 1991). Dies bedeutet, dass die Bestrahlungseffekte raumlich

sehr eng an den Ort der Absorption gebunden sind.

Farbstoff

l Lichtabsorption

Farbstoff im Singulett-Zustand S,

!

Farbstoff im Triplett-Zustand T,

|
v v

Typ | Prozess Typ Il Prozess

T:-Farbstoff + H,O —9 «OH T,-Farbstoff + *0, —P» Farbststoff
H.0. 0,

Qxidation von
Zellbestandteilen

Proteininaktivierung
Zytotoxizitat

Abb. 1.3 Mechanismen der Photooxidation wie sie fur PDT und CALI vorgeschlagen werden
(verandert nach Prasad, 2003).

Die PDT stellt das bekannteste Beispiel fir eine lokal begrenzte Wirkung von photochemisch
aktiven Substanzen auf biologisches Gewebe dar. Die eingesetzten Photosensibilisatoren
werden Patienten entweder intravends injiziert oder lokal appliziert und reichern sich selektiv
in malignem Gewebe an (Prasad, 2003). Die Mechanismen, welche die selektive
Anreicherung von Photosensibilisatoren in Tumorgewebe bewirken, sind abhéngig vom
eingesetzten Farbstoff und fir die verschiedenen Sensibilisatoren noch nicht vollstandig
verstanden. Wahrscheinlich tragen spezielle Eigenschaften von Tumorgewebe, wie das
Vorhandensein von Makrophagen, das vermehrte Auftreten von Protein-Rezeptoren auf den

Zellmembranen, sowie ein niedriger pH-Wert zu dieser selektiven Anreicherung bei
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(Dougherty et al., 1998). Weitere Anomalien von malignem Gewebe, welche die Aufnahme
der Sensibilisatoren begunstigen, sind grof3e Interstitialrdume sowie ein verzweigtes und
undichtes Vaskularsystem. Haufig weisen Tumorzellen auch einen hohen Anteil an
neusynthetisiertem Kollagen auf, an das bestimmte Porphyrine, die als Photosensibilisatoren
eingesetzt werden konnen, binden (Musser et al., 1980; Dvorak et al., 1979). Eine gezielte
Anreicherung von Photosensibilisatoren durch Antikérper konnte bisher nicht in eine
erfolgreiche klinische Anwendung der PDT umgesetzt werden.

CALI, 1988 von D.G. Jay etabliert, nutzt dagegen nicht eine farbstoffspezifische
Anreicherung aus, sondern bedient sich Fluorochromen, die an Antikorper gekoppelt an ihre
Zielstrukturen binden. Im Gegensatz zur PDT wird CALI bisher nicht zur therapeutischen
Zerstorung malignen Gewebes eingesetzt, sondern zur Funktionsanalyse von Proteinen durch
gezielte Inaktivierung mit hoher ortlicher und temporarer Auflosung. Mit Hilfe von CALI
konnten Funktionen zahlreicher Membranproteine und zytoplasmatischer Proteine bis hin zu
nukledren Transkriptionsfaktoren untersucht werden (Liao et al., 1995; Schrdder et al., 1996;
Castelo und Jay, 1999; Wong et al., 2003; Hauptschein et al., 2005). So konnten zum Beispiel
Takei et al. (1999) mittels CALI die Rolle der Proteine L1 und NCAM-180 beim Wachstum
von Nervenzellen ndher beleuchten. Die Inaktivierung des L1 fiihrte zum Rickzug von
Axonen ohne direkt die Auslaufer der Wachstumskegel zu beeinflussen. Die Axone wuchsen
daraufhin in eine andere Richtung, die nicht bestrahlt wurde. Im Gegensatz hierzu hatte die
Inaktivierung von NCAM-180 keinen Riickzug der Axone zur Folge, sondern fuhrte lediglich
zu einer Rickbildung der Ausldufer der Wachstumskegel. Ebenfalls auf dem Gebiet des
Nervenwachstums konnten Wong et al. (2003) durch CALI des Myelin-associated
glycoprotein (MAG) dessen Rolle fiir die Steigerung der Regeneration optischer Nerven
demonstrieren. CALI wurde nicht nur in Organismen angewandt, fir die genetische
Techniken zur Proteinausschaltung kaum etabliert sind, wie fir Heuschrecke, Reismehlkéfer,
oder Huhn (Jay und Keshishian, 1990; Chang et al., 1995; Schroder et al., 1999), sondern
auch im Modellsystem Drosophila, wo eine Inaktivierung von Proteinen mittels CALI direkt
mit Funktionsverlustmutanten verglichen werden konnte. Dies wurde u.a. durch
Inaktivierung der Segmentpolaritatsgene patched und even skipped gezeigt (Schmucker et al.,
1994; Schroder et al., 1999).

Urspringlich wurde angenommen, dass thermische Denaturierung fir die Inaktivierung der
Proteine verantwortlich ist (Jay, 1988). Aus diesem Grunde wurden die Bestrahlungen
zunéchst mit gepulsten Lasern durchgefiihrt, um die Warmediffusion moglichst gering zu

halten und Inaktivierungsprozesse dadurch lokal zu begrenzen. Liao et al. zeigten 1994, dass
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es sich bei CALI nicht um einen photothermischen Effekt handelt, sondern dass vielmehr
freie Radikale fur die Effekte verantwortlich sind. Fir das damals als CALI-Fluorophor
gebréuchliche Malachitgriin (MG) wurde eine zwei-Photonen-Absorption mit Entstehung
eines Hyrdoxylradikals aus Wasser postuliert. Der Inaktivierungsradius der Radikale wurde
experimentell auf 1,5 nm bestimmt. Spater zeigte sich, dass sich Fluorescein ebenfalls als
CALI-Fluorophor eignet und Proteininaktivierung auch mit kontinuierlicher Bestrahlung
sowohl eines Lasers als auch mit dem Licht einer Quecksilberdampflampe durchgefiihrt
werden kann (Surrey et al., 1998). CALI mit Fluorescein zeigte vergleichbare Effekte wie
Malachitgriin, jedoch schon bei wesentlich geringerer Bestrahlungsleistung. Fur die
Proteininaktivierung bei FITC-CALI (in einigen Publikationen spater auch FALI genannt fiir
Fluorophore assisted light inactivation) scheint Singulett-Sauerstoff verantwortlich zu sein,
wie mittels Substitution von Wasser durch D,O demonstriert werden konnte (Beck et al.,
2002). Diese Substitution flhrte zu einer Verstarkung der FITC-CALI Effekte, was mit einer
langeren Lebenszeit von Singulett-Sauerstoff in D,O im Vergleich zu leichtem Wasser in
Einklang steht (Ogilby und Foote, 1982). Horstkotte et al. (2005) bestatigten dies und zeigen
aullerdem, dass der Vorgang des Ausbleichens des Fluoresceins wahrscheinlich von der
Produktion freier ROS unabhangig ist. Dies kdnnte zur Entdeckung von Chromophor-Klassen
fihren, die fir eine Inaktivierung mittels CALI noch geeigneter sind als Fluorescein
(Horstkotte et al., 2005). Die Mdglichkeit CALI mit dem Grin fluoreszierenden Protein
(GFP) durchzufuhren wurde bereits 1998 von Surrey et al. demonstriert. Ein Problem bei
GFP-CALI war allerdings die Notwendigkeit einer sehr hohen, fir Zellen schédlichen
Bestrahlung. Andere Studien (Rajfur et al.,, 2002) zeigten dennoch eine erfolgreiche
Inaktivierung von endogen exprimierten GFP-Fusionsproteinen in lebenden Zellen ohne
nennenswerte toxische Effekte auf die Zellen. Durch Bestrahlung von Fibroblasten, die
EGFP-a-Actinin exprimierten, konnte hier eine Ablosung der Stressfasern von fokalen
Adhasionsplaques demonstriert werden. Die Spezifitat dieser Inaktivierung zeigte sich durch
CALI-Bestrahlung von EGFP-focal adhesion kinase (FAK), die ebenfalls in den fokalen
Adhasionsplaques lokalisiert, welche keine Ablésung der Stressfasern zur Folge hatte.

Ein Nachteil der CALI-Technologie ist, dass zunachst fur die zu untersuchenden Proteine
Antikorper vorhanden sein mussen, die an ihr Ziel mit hoher Affinitat und Spezifitat binden
(Eustace et al., 2002). Diese Antikorper sollten ferner die Aktivitat der Proteine nicht von sich
aus blockieren.

Aus diesen Grinden wurden in den letzten Jahren Technologien entwickelt, die die mit

monoklonalen Antikorpern durchgefihrte klassische CALI erweitern. Darunter zum einen die
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bereits zitierte Arbeit von Rajfur et al. (2002) zur Bestrahlung von GFP-Fusionsproteinen.
Des Weiteren konnte CALI mit Fusionsproteinen durchgefuhrt werden, die eine
Peptidsequenz besitzen, die in der Lage ist, bestimmte Farbstoffe selektiv zu binden, welche
durch die Zellmembran diffundieren kdnnen. Dies wurde fir den Farbstoff ReAsH (Tour et

al. 2003) sowie synthetisch hergestellte Liganden gezeigt (Marks et al., 2004).

1.4 Das Ki-67-Protein

Das nukledre Ki-67-Protein (pKi-67) diente in der vorliegenden Arbeit als Zielstruktur fur
Versuche zur Inaktivierung mit Hilfe von Goldnanopartikeln und Chromophor-markierten
Antikorpern.  Fir die Inaktivierungsstudien erscheint pKi-67, das stark mit der
Zellproliferation assoziiert ist, interessant, da die Funktion dieses Proteins bisher ungeklart ist,
obwohl es einige klare Ansatzpunkte fur die physiologische Rolle gibt. Dartiber hinaus sind
seit der ersten Beschreibung des pKi-67 (Gerdes et al., 1983) dessen Struktur und
Lokalisation in zahlreichen Studien gut untersucht worden, und es existieren spezifische
Antikorper gegen unterschiedliche Epitope des Proteins. Die Lage der Epitope der in dieser
Arbeit verwendeten pKi-67-Antikorper ist schematisch in Abbildung 1.4 dargestellt, und die
Antikdrper sind in Kapitel 2.2.1 naher beschrieben.

Das Ki-67-Protein ist in den Kernen proliferierender Zellen wahrend der G;-, S- und G,-
Phase, sowie wahrend der Mitose prasent (Gerdes et al., 1984). In nicht-proliferierenden
Zellen (Go-Phase) kommt es zu einer strikten Herabregulation der pKi-67-mRNA- und
-Proteinexpression. Aufgrund dieser starken Assoziation mit allen aktiven Phasen des
Zellzyklus® und der starken Abnahme wahrend der Go-Phase kann in Neoplasien mit Hilfe
von Antikorpern gegen pKi-67 die Population sich aktiv vermehrender Zellen, die sogenannte
Wachstumsfraktion, bestimmt werden. Aufgrund dieser Eigenschaften, hat es sich als
Standardmarker in der Tumordiagnostik etabliert (Scholzen und Gerdes, 2000). Dabei werden
pKi-67-Antikorper zur Bestimmung der Wachstumsfraktion verschiedenster Tumore
eingesetzt, so etwa bei malignen Lymphomen, Melanomen, Brust- oder Prostatakrebs
(Ubersicht bei Brown und Gatter, 2002). Aktuell listet die Medline-Datenbank der National
Institutes of Health iber 9000 Publikationen, die auf pKi-67 oder Antikorper gegen pKi-67
Bezug nehmen.

Das Protein wird durch einen 30 000 Basenpaare langen Genomabschnitt kodiert, der 15

transkribierte Exons enthalt, wobei Exon 1 nicht translatiert wird. Es wurden zwei alternativ
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gespleisste mMRNA-Isoformen beschrieben, die fir 2896 bzw. 3256 Aminosduren kodieren.
Diese Isoformen haben ein berechnetes Molekulargewicht von 320 bzw. 359 kDa (Schliter et
al., 1993). Der kleineren Isoform fehlt dabei die von Exon 7 kodierte Region. Es sind eine
Reihe von Merkmalen der Proteinstruktur bekannt. Auffallig sind dabei die 16
Sequenzwiederholungen mit je ungefdhr 122 Aminoséuren. Viele dieser Ki-67-
Wiederholungen enthalten eine hoch konservierte Region, das sogenannte Ki-67-Motiv mit
der Aminoséduresequenz F K E L (Scholzen und Gerdes, 2000). Das Ki-67-Motiv wird u. a.
von dem in dieser Arbeit verwendeten Antikorper MIB-1 erkannt. Die Ki-67-Wiederholungen
werden vom zentralen Exon 13 kodiert, das mit einer Lange von 6845 bp mehr als zwei
Drittel des gesamten transkribierten Bereiches von pKi-67 ausmacht. Mit einem
Molekulargewicht von 320 bzw. 359 kDa ist pKi-67 ein sehr grof3es Protein. Vergleiche der
Primarstruktur zeigten keine offensichtliche Homologie mit anderen Proteinen. Eine
Ausnahme ist die sogenannte Forkhead-associated (FHA) - domain am N-Terminus des
pKi-67 (Hofman und Bucher, 1995). Dieses Sequenzmotiv findet sich in einer Reihe von
Proteinen mit unterschiedlichen Funktionen wieder (Byeon et al., 2005), darunter auch viele
Zellzyklus-regulierende Proteine. Die genaue Funktion dieses Motivs ist aber unbekannt.
FHA-Domanen sind in der Lage Phosphoproteine zu binden (Durocher und Jackson, 2002).
So bindet die FHA-Doméne von pKi-67 an eine phophorylierte Form des NIFK (nucleolar
protein interacting with the FHA domain of pKi-67), dessen Funktion ebenfalls ungeklart ist
(Takagi et al., 1999; Li et al.,, 2004; Byeon et al., 2005). Das zweite bekannte Protein,
welches an die pKi-67-FHA-Domaine bindet, ist Hklp2 (human kinesin-like protein 2). Das
homologe Protein Xklp2 wird im Krallenfrosch Xenopus fur den korrekten Ablauf der Mitose
benotigt (Sueishi et al., 2000). Neben zahlreichen potentiellen Phosphorylierungsstellen sowie
einer ATP/GTP-Bindungsstelle konnte am C-Terminus eine Féhigkeit des pKi-67 zur DNA-
Bindung nachgewiesen werden. (McCallum und Hall, 2000). Es zeigte sich eine bevorzugte
Bindung an AT-reiche DNA-Regionen vor allem superspiralisierter DNA. Ein hierfur
verantwortliches eindeutiges Sequenz-Motiv konnte jedoch nicht bestimmt werden. Fir den
C-Terminus konnte auRerdem eine Bindung an Mitglieder der heterochromatin protein 1
(HP1) - Familie gezeigt werden. HP1-Proteine sind an der Regulation der Chromatinstruktur
und somit der Genaktivitat beteiligt (Jones et al., 2000; Scholzen et al., 2002).

Lokalisationsstudien haben eine grofle Dynamik des pKi-67 wéhrend der unterschiedlichen
Phasen des Zellzyklus gezeigt (Verheijen et al., 1989 a+b). Wéhrend der G1-Phase kommt
pKi-67 in distinkten Punkten im sich neu bildenden Zellkern vor und ist hier mit Regionen

assoziiert die centromerische und telomerische Sateliten-DNA enthalten (Bridger et al.,
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1998). Im weiteren Verlauf der Interphase farben die bisher etablierten Antikdrper gegen pKi-
67 hauptsachlich den &uReren Bereich der Nukleoli (van Dierendonck et al., 1989; Verheijen
et al., 1989a). Mit Beginn der Mitose kommt es zu einer ausgepragten Umverteilung des
pKi-67, das nun in erster Linie in der perichoromosomalen Schicht an der Oberflache der
Chromosomen lokalisiert (Braun et al., 1988; Verheijen et al., 1989b; Starborg et al., 1996).
Im Gegensatz hierzu farbt der kiirzlich entwickelte Antikdrper TuBB-9 wahrend der gesamten
Interphase distinkte Punkte innerhalb der Nukleoli und lokalisiert an kondensierten
Chromosomen in wenigen, gréReren punktférmigen Strukturen (Bullwinkel et al., 2006). Das
unterschiedliche Lokalisationsmuster von TuBB-9 im Vergleich zu bisher verwendeten
Antikdrpern gegen pKi-67 wird mit dem Phédnomen der sogenannten Epitopmaskierung
begriindet. Verantwortlich hierfir sind unterschiedliche Bindungspartner des Proteins in
unterschiedlichen funktionalen Stadien, die dabei die Epitope fur den jeweils anderen
Antikorper verdecken.

Die bisherigen Erkenntnisse legen eine Rolle des Ki-67-Proteins wahrend der
Zellproliferation nahe. Untersuchungen mit Antisense-Oligonukleotiden gegen pKi-67-
MRNA (Schluter et al., 1993; Kausch et al., 2003; Kausch et al., 2004), die Einbringung von
SIRNA (Zheng et al., 2006) oder die Injektion von Antikorpern (Starborg et al., 1996;
Heyden, 1997) flihrten zu einer Reduzierung der DNA-Synthese und Verlangsamung des
Zellzyklus. Hypothesen Uber die Funktion von pKi-67 reichen von strukturellen Aufgaben
zum Schutz der Chromosomen wéhrend der Mitose (Yasuda und Maul, 1990; Hernandez-
Verdun und Gautier, 1994) (ber Aufgaben bei der Regulation der Chromatinstruktur
(Scholzen et al., 2002) bis hin zu Aufgaben bei der rRNA-Prozessierung und Ribosomen-
Synthese (McCallum und Hall, 2000; Bullwinkel, 2005). Letztere Hypothese konnte durch
Untersuchungen mit dem TuBB-9-Antikorper erhértet werden. Bullwinkel et al. (2006)
zeigten eine bevorzugte Assoziation des pKi-67 mit den Promotorbereichen der rRNA-Gene.
Dariiber hinaus konnte in der Interphase eine Kolokalisation des TuBB-9-Antikdrpers mit
Proteinen der rRNA-Transkriptionsmaschinerie gezeigt werden. Dies sollte den Ansatzpunkt
fir die in dieser Arbeit zu untersuchende pKi-67-Inaktivierung bilden. Dabei bietet sich durch
die Anwendung von CALI und NALI die Mdglichkeit, die Inaktivierung mit
unterschiedlichen Antikérpern zu untersuchen. Vor allem nach Inaktivierung mit dem neuen
TuBB-9-Antikorper sollen mogliche Auswirkungen auf die RNA-Synthese untersucht

werden.
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Abb. 1.4 Schematische Darstellung der Bindungsstellen verschiedener anti-pKi-67-Antikdrper. Die
Grenzen der Exons, die fur die entsprechenden Proteinregionen kodieren, sind durch dinne

vertikale Striche markiert. Die 16 pKi-67-Wiederholungen im zentralen, durch Exon 13 kodierten,
Bereich sind durch schwarze Rechtecke wiedergegeben.
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1.5  Zielsetzung der Arbeit

In dieser Arbeit sollten die Methoden der Nanopartikel-assistierten Laserinaktivierung
(NALI) sowie der Chromophor-assistierten Laserinaktivierung (CALI) etabliert bzw. auf ihr
Potential hin untersucht werden, Proteine selektiv zu inaktivieren sowie die Selektivitat einer
Schédigung von Zellen zu untersuchen. Die Zellschadigung sollte dabei an unterschiedlichen
Tumorzellinien verifiziert werden. Als Zielstruktur fir die Proteinaktivierung diente das
proliferationsassoziierte Protein pKi-67. Die Funktion dieses Proteins, das als
Proliferationsmarker breite Anwendung in der Tumordiagnostik findet, ist weitestgehend
unverstanden. Neuere Ergebnisse weisen jedoch auf eine mogliche Rolle von pKi-67 in dem
flr die Zelle essentiellen Prozess der Ribosomen-Synthese hin. Eine solche Rolle sollte durch
Funktionsstudien mittels NALI und CALI untersucht werden, wobei fir die Inaktivierung
unterschiedliche Antikorper gegen pKi-67 zum Einsatz kommen und Folgen auf die Synthese

der rRNA beobachtet werden sollten.
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2 Material und Methoden

2.1  Standardpuffer und Lésungen

PBS: 150 mM NaCl
8 mM NazHPO4
2 mM KH,PO4
auf pH 7,5 mit HCI eingestellt

TBS, pH 7,5: 150 mM NaCl
10 mM Tris/HCI

TBS-T, pH 8: 0,1 M Tris/HCI (pH 8)
150 mM NaCl
0,05 % (v/v) Tween 20
2.2 Zelllinien und Zellkultur

2.2.1 Zelllinien

Eine Ubersicht der in dieser Arbeit verwendeten humanen Zelllinien zeigt Tabelle 2.1.
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Tab. 2.1:

Kulturmedium die fur diese Arbeit relevanten Oberflachenmarker der Suspensionszelllinien.

Ubersicht der verwendeten Zelllinien. Angegeben sind neben Referenz, Zelltyp und

Zelllinie | Akzessions- Zelltyp Kultur- Oberflachen-
nummer / medium marker
Referenz
L-428 DSMZ Nr.: humane Hodgkin- RPMI CD13 -
AT | Shepensonsaelen CD25 -
Schaadt et al.,
1980 CD30 +
Karpas-299 |DSMZ Nr.: humane T-Zell- RPMI CD13 -
ACC 31 g)t/,lr:ggr?sr,]iglrr\]:z}’ellen CD25 +
Fisher et al.,
1988 CD30 +
KG-1 DSMZ Nr.: Humane akute RPMI CD13 +
ACC 14 myeloische, leukamische
Knochenmarkszelllini CD25 -
Koeffler et al., S ochenma s”e © CD30 -
1978 uspensionszellen
HEp-2 ATCC Nr.: humane DMEM
CCL-23 Zervixkarzinomlinie,
Moore et al., adharent
1955 Sublinie von HelLa S3

2.2.2 Kulturmedien und Losungen

RPMI-1640:

DMEM:

Einfriermedium:

Trypsin/EDTA:
(10 x)

Rohmedium, fliissig (Sigma, Miinchen, Dtl.), zugesetzt wurden: 20 %
(v/v) FCS (Biochrom, Berlin, Dtl.), 0,5 % (w/v) Glucose (Sigma,
Miinchen, Dtl.), 100 U/ml Penicillin, 0,1 mg/ml Streptomycin, kurz vor
Gebrauch wurden 2 mM L-Glutamin (PAA, Colbe, Dtl.) hinzugegeben
und das Medium anschlieBend max. drei Wochen verwendet.

Rohmedium, fliissig (Sigma, Miinchen, Dtl.), zugesetzt wurden: 10 %
(v/v) FCS (Biochrom, Berlin, Dtl.), 0,5 % (w/v) Glucose (Sigma,
Miinchen, Dtl.), 100 U/ml Penicillin, 0,1 mg/ml Streptomycin, kurz vor
Gebrauch wurden 2 mM L-Glutamin (PAA, Colbe, Dtl.) hinzugegeben
und das Medium anschlieBend max. drei Wochen verwendet.

Zum Einfrieren der Zellen wurden dem Komplettmedium weitere 10 %
FCS zugesetzt, sowie 10 % (v/v) DMSO (Serva, Heidelberg, Dtl.).

Fertigprodukt (PAA, Coélbe, Dtl.), enthilt: 0,5 % (w/v) Trypsin, 0,2 %
(w/v) EDTA
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2.2.3 Kulturbedingungen

Die verwendeten Suspensionszelllinien (L-428, Karpas-299, KG-1) wurden in 10 ml RPMI-
Komplettmedium in T25-Zellkulturflaschen (Nunc, Wiesbaden, Dtl.) in einem mit 5 % CO,
begasten Feuchtbrutschrank (Heraeus, Hanau, Dtl.) kultiviert. Zweimal wochentlich wurden
die Zellen im Verhéltnis 1:10 in frischem Medium ausgesit.

Die verwendeten adhdrenten Zelllinien (HEp-2) wurden in 6 ml DMEM-Komplettmedium in
T25-Zellkulturflaschen in einem mit 10 % CO, begasten Feuchtbrutschrank kultiviert.
Zweimal wochentlich wurden die Zellen mit 3 ml Trypsin/EDTA vom Boden der
Zellkulturflaschen abgeldst und im Verhéltnis 1:12 in frischem Medium ausgesiit.

2.2.4 Bestimmung der Zellzahl

Zur Bestimmung der Zellzahl, wurden die Zellen zunichst im Verhéltnis 1:10 in Trypanblau
(Biochrom, Berlin, Dtl.) aufgenommen und anschlieBend 10 pl in einer 0,0025 mm’
Neubauer-Zahlkammer (Assistent, Sondheim, Dtl.) gezéhlt.

2.2.5 Langfristige Lagerung von Zellen

Fiir die langfristige Lagerung der Zellen wurden diese bei 300 g abzentrifugiert und 1 - 10’
Zellen in 1 ml eisgekiihltem Einfriermedium in ebenfalls vorgekiihlte Einfrierrdhrchen
aufgenommen. Zunichst wurden die Zellen bei -70°C fiir 1-2 Tage gefroren und
anschlieend in fliissigem Stickstoff bei -196 °C gelagert.

Zum Auftauen wurden die Zellen vorsichtig in gekiihltem Komplett-Medium aufgenommen,
das 10 % zusétzliches FCS enthielt und anschlieBend in einer Verdiinnungsreihe in einer 48-
well-Platte (Nunc, Wiesbaden, Dtl.) ausgesit. Nach 1-2 Tagen wurden die Zellen aus gut
bewachsenen Vertiefungen der Platte in Zellkulturflaschen in Komplett-Medium tiiberfiihrt.

2.2.6 Herstellung von Zytozentrifugenpréaparaten

Fir ein Zytozentrifugenpriparat wurden 4-5-10* Zellen in 100 pul sterilfiltriertem
10 % BSA/PBS aufgenommen und in einer Cytospin-3-Zentrifuge der Firma Shandon
(Pittsburgh, PA, USA) 4 min bei 75 ¢ auf einen Objekttrager zentrifugiert. AnschlieBend
wurden die Préparate 4 Stunden bei Raumtemperatur getrocknet und dann bei -70 °C gelagert.
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2.2.7 lsolierung humaner mononukleérer Zellen aus peripherem Blut

Humane mononukledre Zellen aus peripherem Blut (PBMNZ) wurden mittels Ficoll-
Dichtegradientenzentrifugation  isoliert. ~ Vollblut  gesunder Spender aus dem
Forschungszentrum Borstel wurde zundchst mit Heparin (20 IE/ml) versetzt und im
Verhéltnis 1:1 mit Hanks’ balanced salt solution (HBSS) verdiinnt. AnschlieBend wurden
6 ml Ficoll (Pharmacia, Freiburg, Dtl.) mit 20 ml des verdiinnten Blutes iiberschichtet. Nach
45-miniitiger Zentrifugation bei 400 g und RT ist das Blut aufgetrennt in die Fraktion der
Erythrozyten, die Interphase mit den mononukleiren Zellen sowie den Uberstand mit
Thrombozyten und Blutplasma. Die Interphase wurde mit einer sterilen Pasteurpipette
abgenommen und zweimal in HBSS gewaschen (10 min, 300 g, 4 °C). Fiir die anschlie3ende
Elutriation (Abschnitt 2.1.8) wurden die Zellen in HBSS mit 1 % BSA aufgenommen und die
Zellzahl mit einem Zihlgerdt bestimmt (Sysmex Platelet Counter PL-100, Digitana,
Hamburg, Dtl.).

2.2.8 Isolierung humaner Lymphozyten durch Elutriation

Bei der Gegenstrom-Zentrigugationselutiration (modifizierte Methode nach Contreras et al.
1980) werden die PBMNZ nach GroBle und Dichte aufgetrennt. Dabei wirken auf die Zellen
einerseits die Zentrifugalkraft des Elutriationsrotors (JE-6B, Beckman, Miinchen, Dtl.) und in
entgegengesetzter Richtung die Stromungsgeschwindigkeit des Mediums im Rotor. Bei einer
FlieBgeschwindigkeit von 25 ml/min befinden sich die Zellen im Gleichgewicht zwischen
beiden Kréften und verbleiben in der Kammer des Rotors. Wird die FlieBgeschwindigkeit
kontinuierlich erhoht, koénnen Fraktionen unterschiedlicher Zellpopulationen aufgefangen
werden. Zunichst wurde das System mit Ethanol (70 %) und anschlieBend mit destilliertem
Wasser gespiilt. Nach der Aquilibrierung mit 0,251 0,1 % BSA/HBSS werden die Zellen bei
laufendem Rotor (3500 upm, 12°C) mit einer FlieBgeschwindigkeit von 25 ml/min
eingeladen. Um die Qualitdt der Trennung zu gewihrleisten, wurden Zellkonzentrationen von
hochstens 4 - 10° Zellen/ml verwendet. Nach Erhdhung der FlieBgeschwindigkeit auf 33 bis
38 ml/min konnten die Fraktionen der Lymphozyten in 50 ml-ReaktionsgefdBlen isoliert
werden. Anschlielend wurden die Zellen zentrifugiert (5 min, 350 g, RT), in RPMI-Medium
aufgenommen und die Zellzahl im Z&hlgerét bestimmt.

2.2.9 Mikroinjektion von HEp-2-Zellen

Fiir die Mikroinjektion wurden jeweils 2-4 - 10> Zellen der adhirent wachsenden Zelllinie
HEp-2 in 35-mm-Glasboden-Schélchen der Firma MatTek (Ashland, MA, USA) ausgesit
und mindestens 6-8 Stunden, meist iiber Nacht, kultiviert. Der Glasboden besal} eine Stirke
von 0,16-0,19 mm und eignet sich fiir Aufnahmen am konfokalen Laser-Scan-Mikroskop.
Insbesondere ermdglicht der Glasboden eine Bestrahlung mit dem Nd:YAG-Laser.
Kunststoffboden sind aufgrund ihrer Restabsorption gerade bei hoher Laser-Energie
ungeeignet. Die Mikroinjektion wurde an einer Anlage der Firma Eppendorf (Hamburg, Dtl.)
bestehend aus Mikromanipulator 5171 und Transjector 5246 durchgefiihrt. Fiir die Injektion
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der fluoreszenzmarkierten Antikorper fir die CALI Experimente wurden dabei
Glasinjektionsspitzen (Femtotips II, Eppendorf) eingesetzt. Fiir die Mikroinjektion der
Goldkonjugate wurden die Injektionsspitzen am Puller P-87 der Firma Sutter Instrument Co.
(Novato, CA, USA) hergestellt. Dazu wurden Glaskaniilen mit einem AuBBendurchmesser von
1,2 mm der Firma Science Products GmbH (Hofheim, Dtl.) verwendet. Der Injektionsdruck
betrug 70-100 hPa.

Die fluoreszenzmarkierten Antikorper sowie die Antikorper-Goldkonjugate wurden zur
Injektion mit sterilem PBS (pH 7,5) im Verhiltnis 1:3 bis 1:6 verdiinnt.

2.3 Proteinbiochemische Methoden

2.3.1 Verwendete Antikdrper

Primarantikérper und Seren:

MIB-1
Monoklonaler Maus-Antikorper gegen das Ki-67-
Motiv aus Exon 13 von pKi-67, Herstellung nach
Cattoretti et al. (1992) und Key et al. (1993)
MIB-2
Monoklonaler Maus-Antikdrper gegen die von Exon 13
kodierte Region von pKi-67, Key et al. (1993)
MIB-7
Monoklonaler Maus-Antikdrper gegen die von Exon 7
kodierte Region von pKi-67, Becker (1993)
MIB-24
Monoklonaler Maus-Antikdrper gegen die von Exon 2 bis 4
kodierte Region von pKi-67, Gerlach et al. (1998)
TuBB-9
Monoklonaler Maus-Antikdrper gegen die von Exon 9
kodierte Region von pKi-67, Bullwinkel et al. (2006)
BerH2
Monoklonaler Maus-Antikdrper gegen CD30 (transmembranes
Glykoprotein, Mitglied der TNFR-Familie) Schwarting et al. (1989)
ACT-1

Monoklonaler Maus-Antikorper gegen CD25 (Interleukin-2
-Rezeptor, IL-2-R), Schwarting et al. (1987)
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Tiik-1

Anti-Mcm3

Anti-BrdU

Anti-Fibrillarin

Monoklonaler Maus-Anitorper gegen CD13 (Aminopetidase N)
Uchanska-Ziegler, Leukocyte Typing IV, (1989)

Monoklonaler Maus-Antikorper (IgG1) gegen das Minichromosome
maintenance protein 3, Endl et al. (2001)

Monoklonaler Ratte-Antikorper, Subklasse 1gG2
(ab6326 von Abcam, Cambridge, GB), der kreuzreaktiv
mit 5-Fluoruridin ist. Konzentration: 1 mg/ml

Polyklonaler Ratte-Antikorper gegen Fibrillarin,
(ab6326 von Abcam, Cambridge, GB),
Konzentration: 0,2 mg/ml

Anti-UBF-Serum (6°2)

Anti-NOR-Serum

Maus-Normalserum

Kaninchen-Serum gegen den upstream binding
factor, UBF (Bolivar et al., 1999), zur Verfiigung gestellt von
Prof. Dr. Manuel M. Valdivia (Universitdt Cadiz, Spanien)

Humanes Autoimmunserum, welches hauptsachlich gegen UBF
gerichtet ist, zur Verfligung gestellt von Prof. Dr. Manuel M. Valdivia
(Universitat Cadiz, Spanien)

Proteinkonzentration 50 mg/ml, Dianova (Hamburg, Dtl.).

Sekundarantikorper:

Ziege-anti-Maus-Alexa 488 1gG (H+L)

Die mit Alexa Fluoreszenzfarbstoffen markierten

Ziege-anti-Maus-Alexa 647 1gG (H+L) Sekundirantikorper wurden von Molecular
Ziege-anti-Maus-Alexa 633 IgG (H+L) Probes (Eugene, OR, USA) bezogen.

Ziege-anti-Ratte-Alexa 546 IgG (H+L)

Ziege-Anti-Maus-AP IgG (H+L),

Konzentration: 2 mg/ml. Der Markierungsgrad
betrdgt ca. 7 Mol Farbstoff/Mol Antikorper.

IgG-F(ab’),-Fragment, Dianova (Hamburg, Dtl.)

Ziege-Anti-Human-AP IgG+IgM (H+L), IgG-Gesamtmolekiil, ” »
Ziege-Anti-Maus-PO IgG (H+L), IgG-Gesamtmolekiil, ’ ’
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2.3.2 Konjugation von Antikérpern mit Goldnanopartikeln

Zur Herstellung der Antikdrper-Goldkonjugate wurden Goldnanopartikel der GroBen 6 nm,
15 nm und 30 nm der Firma Aurion (Wageningen, Niederlande) verwendet. In vorliegender
Arbeit werden Konjugate die beispielsweise aus 6 nm Goldpartikeln und dem Antikorper
MIB-1 bestechen als 6Au-MIB-1 bezeichnet, Konjugate mit 15-nm-Goldpartikeln
dementsprechend 15Au-MIB-1.

Fiir alle verwendeten Antikorper wurde zunichst die optimale Proteinkonzentration fiir die
Konjugation ermittelt. Bei zu geringer Antikorperkonzentration sind die Goldpartikel nicht
vollstidndig beschichtet und es kommt zu Aggregationen und damit zu verdnderten optischen
Eigenschaften. Zur Ermittlung der optimalen Konzentration wurden die Antikdrper in einer
96-well-Mikrotiterplatte (Nunc, Wiesbaden, Dtl.) in abnehmender Konzentration in 50 pl
Goldlosung fiir 10 min inkubiert. Die Anfangskonzentration lag bei den verschiedenen
Antikorpern meist zwischen 160 und 240 pg/ml. AnschlieBend wurden pro well 10 ul NaCl-
Losung (10 %) zugegeben. Die Zugabe von Salzionen fiihrt bei nicht vollstindig bedeckten
Goldpartikeln zu Aggregationen und damit zu einem Farbumschlag der Lésung ins Blaue. Die
Verdiinnung vor dem Blauumschlag wurde fiir die Konjugation eingesetzt. Ein weiterer
wichtiger Parameter fiir die Konjugation ist der pH-Wert. Die Proteine binden nahe an ihrem
isoelektrischen Punkt an die Goldpartikel. Aus diesem Grunde wurde die Titrationsreihe fiir
die pH-Werte 7, 8, 9 und 10 durchgefiihrt. Der pH-Wert der Goldpartikel-Losung wurde mit
100 mM K,COs eingestellt.

pH7 pH 8 pH9 pH 10

vor Ultrazentrifugation nach Ultrazentrifugation
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Abb. 2.1: Elektronenmikroskopische Aufnahmen der Gold-Antikérperkonjugate. Obere Reihe:
15Au-BerH2-Konjugate in 25000-facher VergroéRerung. Die Konjugation erfolgte bei den
angegebenen pH-Werten. Untere Reihe: 30Au-MIB-1 vor und nach Ultrazentrifugation.
VergréRerung: 12500. Unten rechts: 30Au-MIB-1: in 50000-facher VergréRerung.
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Zur Herstellung der Konjugate wurden 5 ml der jeweiligen Goldpartikel-Losung verwendet
und der zuvor ermittelte optimale pH-Wert eingestellt. Nach Zugabe des entsprechenden
Antikorpers in der Konzentration 10-30 pg/ml wurde 10 min auf einem Rollinkubator
inkubiert. AnschlieBend wurden 500 ul 10 % BSA/TBS zugegeben, um eventuell nicht
vollstindig bedeckte Partikel abzusittigen. Die Losung wurde auf 1,5-ml-Reaktionsgefiaf3e
verteilt und 60 min bei 1600 g und RT abzentrifugiert. Es entstehen durch die Zentrifugation
zwei Pellets. Ein hartes Pellet am Boden des Reaktionsgefifies, das aus unkonjugierten
Goldpartikeln besteht, sowie ein weicheres Pellet an der Wand des Reaktionsgefédfes, welches
die Antikdrper-Goldkonjugate enthilt. Ungebundene Antikdrper befinden sich im Uberstand.
Die weichen Pellets (je ca. 50 pl) wurden mit der Pipette aufgesogen und in einem neuen
Reaktionsgefa3 vereinigt. Nach 45 min Ultrazentrifugation bei 45000 g wurde erneut das
weiche Pellet in ein neues Reaktionsgefal iiberfiihrt. In EM-Aufnahmen der Konjugate (Abb.
2.1) sind vor Ultrazentrifugation noch groBere Aggregationen zu erkennen. Nach
Ultrazentrifugation liegen die Konjugate weitestgehend vereinzelt vor, gelegentlich sind noch
Zusammenschliisse von 2 -3 Partikeln zu erkennen. Zur Kontrolle der Ausbeute der
Konjugation wurde die OD einer 1:100 Verdiinnung bei 520 nm bestimmt. Gegebenenfalls
wurde die Losung mit 1 % BSA/TBS (pH 8,2) verdiinnt, um eine OD der 1:100 Verdiinnung
zwischen 0.2 bis 0.6 zu erreichen.

Zur Bestimmung der Partikelanzahl in Losung wurden fiir die unterschiedlichen Durchmesser
der Goldpartikel folgende Formeln verwendet (Quelle: Aurion):

6nm: OD1 = 24.10° Cartkel
’ ml

15nm: OD1 £ 1,5-10" Partikel
ml

30nm:OD1 2 2.10" Farikel
. mi

2.3.3 Markierung von Antikérpern mit Fluoreszenzfarbstoffen

Markierung von Antikdrpern mit Alexa Fluoreszenzfarbstoffen

Das ,,Protein Labelling®“-Kit von Molecular Probes (Eugene, OR, USA) wurde verwendet, um
Antikorper mit den Fluoreszenzfarbstoffen Alexa 488 und Alexa 546 direkt zu markieren. Es
wurden 2 mg Antikorper eingesetzt und nach dem Protokoll der Herstellerfirma verfahren.
Wurden die direktmarkierten Antikorper fiir die Mikroinjektion lebender Zellen verwendet,
musste das Natriumazid aus dem Lagerungspuffer entfernt werden. Hierfiir wurden die
Antikorper 20 min in Microcon YM-30-Filterrohrchen (Millipore, Bedford/MA, USA) bei
1100 g abzentrifugiert und mit TBS (pH 7,4) von der Filtermembran gelost.
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Markierung von Antikérpern mit Fluorescein-isothiocyanat (FITC)

Die Antikorper wurden zunidchst in einer Konzentration von 1 mg/ml in 200 pl
Natriumcarbonatpuffer (pH 9,3) aufgenommen und mit 10 pl FITC-Lsung versetzt (1 mg/ml
FITC in DMSO). Nach zwei Stunden Inkubation bei RT im Dunkeln auf einem Rollinkubator
wurde die Probe mit 600 ul TBS (pH 7,4) verdiinnt und auf eine mit 3 ml TBS (pH 8,2)
dquilibrierten NAP-5-Sepadex-Saule (Amersham, Uppsala, Schweden) aufgetragen. Mit 1 ml
TBS (pH 8,2) wurden die Antikorper-FITC-Konjugate eluiert und zur Volumen-Einengung
20 min in Microcon YM-30-Filterrohrchen bei 1100 g abzentrifugiert. AnschlieBend wurde
der markierte Antikorper mit TBS (pH 7,4) von der Filtermembran gelost.

Natriumcarbonatpuffer, pH 9,3 160 mM Na,COs,
333 mM NaHCOs.

2.3.4 Quantifizierung der Antikérper-Fluorochrom-Konjugation

Fiir die CALI-Experimente wurde neben der Proteinkonzentration der Antikorper-Farbstoff-
Konjugate ebenfalls der Markierungsgrad der Antikdrper am Spektralphotometer Ultrospec
1000 (Pharmacia Biotech, Uppsala, Schweden) bestimmt. Aus der optischen Dichte A(L) bei
der Wellenlinge A wurde die Proteinkonzentration cprt und die mittlere Zahl m der

Farbstoffmolekiile pro Antikorper nach folgenden Formeln berechnet (Quelle: Molecular
Probes):

Alexa 488-Konjugate:

_ A(280 nm)—0,11- A(494 nm) mol

Cprot

203000 |
 AM494nm)
i 71000 - ¢,

FITC-Konjugate:
_ A(280 nm) mg

Cprot =
0,37 ml

~ 3,1- A(495 nm)
A(280 nm)—0,31- A(495 nm)
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2.3.5 Herstellung von Zelllysat

Zur Herstellung von Zelllysat wurden HEp-2-Zellen in 2 ml-Reaktionsgefdflen 10 min bei 300
g und 4 °C abzentrifugiert und das Pellet in Citrat-Lysepuffer aufgenommen (2 - 10’ Zellen in
1 ml Citratpuffer). Nach Inkubation fiir 20 min auf Eis wurde der Zellaufschluss bei 1600 ¢
10 min bei 4°C abzentrifugiert. AnschlieBend wurde der Uberstand in ein neues
ReaktionsgefiB iiberfiihrt und nochmals auf gleiche Weise zentrifugiert. Der Uberstand wurde
erneut abgenommen und fiir die Versuche verwendet oder bei -70 °C eingefroren.

Citrat-Lysepuffer, pH 7,5 1 % (v/v) NP-40
100 mM Na-Citrat
vor Verwendung Zugabe von DTT
(Endkonzentration: 1mM) und
Proteaseinhibitor (Complete Mini, EDTA free,
Roche, Mannheim, Dtl.)

2.3.6 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE)

Zur Auftrennung von Proteinen nach dem Molekulargewicht wurde eine denaturierende SDS-
Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) nach Laemmli (1970) durchgefiihrt. Hierfiir
wurden die Proteinproben in SDS-Puffer 5 min bei 95 °C denaturiert und anschlieend auf ein
3 %iges Sammelgel aufgetragen. Fiir die Auftrennung wurden 5 - 10 %ige Trenngele
verwendet (Acrylamid/Bisacrylamid (1:29)-Losung Sigma, Miinchen, Dtl.) Die Auftrennung
erfolgte in einem vertikalen System von BioRad (Miinchen, Dtl.) bei Stromstirken von
20-25 mA. Als GroBlenstandart diente der ,,Precision Plus Protein Standard All Blue® von
BioRad (Hercules, CA, USA).

SDS-Puffer, pH 6,8 25 mM Tris/HCI
50 mM DTT
10 % (v/v) Glycerin
2 % (w/v) SDS
0,02 % (w/v) BPB

Elektrophoresepuffer 25 mM Tris
192 mM Glycin
0,1 % (w/v) SDS
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2.3.7 Westernblot und Immunférbung der Proteine auf Nitrozellulose-Membranen

Der Transfer der in der SDS-PAGE aufgetrennten Proteine auf eine Nitrozellulose-Membran
(Schleicher & Schuell, Dassel, Dtl.) erfolgte iiber Nacht in einer mit Transferpuffer gefiillten
Mini Protean II-Blotapparatur von BioRad (Miinchen, Dtl.) bei einer Stromstirke von 50 mA.
Nach Kontrolle des Transfers mittels Ponceau-Féarbung fiir 3 min wurde die Membran fiir die
Immundetektion der Proteine zundchst 45 min in 4 % Fischgelatine/TBS-T geblockt.
Anschliefend erfolgte die Inkubation mit dem Primdrantikdrper in 0,5 %
Fischgelatine/TBS-T fiir 45 min und daraufhin fiir ebenfalls 45 min die Inkubation mit dem
Alkalische Phosphatase(AP)-gekoppelten Sekundérantikorper. Als AP-Substrat wurde in AP-
Puffer verdiinntes NBT/BCIP von Promega (Madison, WI, USA) verwendet. Die Reaktion
wurde nach Fiarbung der Proteinbanden mit Wasser gestoppt. Alternativ zur Fischgelatine
wurde fiir den Nachweis mit dem anti-NOR-Serum Milchpulver verwendet.

Transferpuffer, pH 8,3 20 mM Tris
15 mM Glycin
20 % (v/v) Methanol

AP-Puffer, pH 9,5 1 M Tris/HC1
1 M NaCl
50 mM MgCl,

Ponceau-Losung 0,2 % (w/v) Ponceau S
0,2 % (v/v) Essigsédure

2.4 Farbemethoden fiir Zellen und Proteine

2.4.1 Markierung von Zellen fur die Durchflul3zytometrie

Die durchflusszytometrischen Messungen wurden am Gerdt FACS Calibur von BD
Biosciences (Bedford, MA, USA) durchgefiihrt. Zellen nach BCECF/PI-Lebend-/Tot-Féarbung
(Abschnitt 2.3.6) sowie nach den Versuchen zur Zellmembran-Permeabilisierung (Abschnitt
3.3) wurden direkt nach PI-Zugabe gemessen. Fiir die Farbung mit Priméir- und
Sekundirantikorpern, wurden 0,5 bis 1-10° Zellen in FACS-ReaktionsgefiBen (BD
Biosciences, Heidelberg, Dtl.) aufgenommen und fiir 30 min bei 4°C mit den
Primérantikdrpern bzw. Antikorper-Goldkonjugaten inkubiert. Dabei wurden die Antikorper
in den Konzentrationen 1-5 pg/ml eingesetzt und in 1% FCS/PBS verdiinnt. Um die
Hintergrundsignale durch die Bindung des Sekundirantikorpers an den konstanten Teil der
Antikorper zu Uberpriifen, wurde ebenfalls mit einem IgG-Fragment in der Konzentration
1 pg/ml inkubiert. Nach Zugabe von 3 ml PBS und Zentrifugation bei 300 g fiir 5 min bei
4 °C wurden die Proben 30 min mit den Sekundérantikdrpern (4 pg/ml) bei 4 °C inkubiert.
Nach erneuter Zentrifugation wurde das Pellet in 500 ul PBS geldst und die Proben mit dem
FACS Calibur gemessen.
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2.4.2 Pulsmarkierung der RNA-Synthese

Fiir die Pulsmarkierung neusynthetisierter RNA wurde den Zellen 5-Fluoruridin (FU) der
Firma Sigma in einer Endkonzentration von 2 mM in das Medium zugegeben. FU wird nach
intrazelluldrer Phosphorylierung als Basenanalogon anstelle von Uridin in die RNA eingebaut
(Boisvert et al., 2000). Die Ansdtze wurden 10 min bei 37 °C inkubiert und anschlieend das
Medium durch 8 °C kaltes PBS ersetzt. Der Nachweis des FU erfolgte mit Hilfe eines
kreuzreaktiven anti-BrdU-Antikorpers von Abcam (Cambridge, GB) in der Immun-
fluoreszenzfarbung (Abschnitt 2.4.3).

2.4.3 Immunfluoreszenzfarbung

Zur Untersuchung der Proteinlokalisation wurde zundchst das Medium aus den
Kulturschélchen abgenommen und die Zellen in 2 % Formalin/PBS 10 min fixiert und
anschliefend fiir 10 min in 0,25 % Triton-X-100/PBS permeabilisiert. Nach dreimaligem
Waschen in TBS (pH 7,4) erfolgte fiir 30 min die Inkubation mit dem Primérantikorper.
Dieser wurde in 10 % BSA/TBS verdiinnt. Nach erneutem Waschen mit TBS erfolgte die
Inkubation mit den jeweiligen Sekundirantikérpern fiir 30 min. Als Sekundirantikorper
wurden mit Alexa Farbstoffen markierte Antikérper von Molecular Probes verwendet und in
der Konzentration 7 pg/ml in 10 % BSA/TBS eingesetzt. Eine Ubersicht iiber die
verwendeten Primdr- und Sekundérantikorper ist in Abschnitt 2.2.1 gegeben. Wurden die
Ansitze zusitzlich mit direktmarkierten Antikorpern gefarbt, wurde zuvor fiir 30 min mit dem
entsprechenden Normalserum (1 % in TBS) inkubiert, um Bindungen an die bereits
eingesetzten Sekundirantikorper zu vermeiden. AbschlieBend wurden die Farbungen mit 2 %
Formalin/PBS nachfixiert.

Bei den Fluoreszenzfiarbungen zur Lokalisation der Antikorper-Goldkonjugate handelt es sich
um Vitalfirbungen. Hier wurden die Suspensionszellen wie in Abschnitt 2.5.1 beschrieben
mit den Goldkonjugaten inkubiert und anschlieBend die entsprechenden Sekundérantikdrper
in der Konzentration von 10 pg/ml hinzugegeben. Um kein Capping der Membranproteine
hervorzurufen, wurde maximal 10 min bei 37 °C inkubiert. 10 ul der Zellen wurden
anschlieBend direkt auf einen Objekttrager pipetiert und mit einem Deckglas abgedeckt. Die
Auswertung am Fluoreszenzmikroskop erfolgte direkt im Anschluss.

Dokumentation der Fluoreszenzfarbungen

Aufnahmen der Fluoreszenzfiarbungen erfolgten mit dem konfokalen Laserscan-Mikrorkop
DM IRBE/TCS SP der Firma Leica Microsystems (Heidelberg, Germany). Das System
enthdlt einen Argon-Laser der Licht einer Wellenldnge von 488 nm emittiert und zwei
Helium-Neon-Laser die bei 543 nm und 633 nm emittieren. Durch den sequentiellen Scan-
Vorgang werden die einzelnen Farbkanéle nacheinander angeregt und aufgenommen. Die
Proben wurden mit einem 63x-Ol-Immersions-Objektiv (numerische Appertur 1,32) mit Hilfe
der Software Leica TCS NT aufgenommen. Die weitere Bildbearbeitung wurde mit Adobe
Photoshop 6.0 vorgenommen.
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2.4.4 Nachweis der Antikorper-Goldkonjugate mittels Peroxidase(PO)-Farbung

Die Zytozentrifugenpriparate der mit den Antikorper-Goldkonjugaten inkubierten Zellen
wurden zunichst fiir jeweils 10 min in Aceton und Chloroform fixiert. Nach dem Trocknen
wurden die Objekttrager fiir 30 min mit den PO-markierten Sekundarantikdrpern (Dianova,
Hamburg, Dtl.) in der Verdiinnung 1:50 in 10 % FCS/TBS in einer feuchten Kammer bei RT
inkubiert. Nach dem Waschen mit TBS (pH 7.4) wurden die Ansédtze 10 min mit dem PO-
Substrat Diaminobenzidin (DAB; Sigma) inkubiert. Nach erneutem Waschen mit TBS
erfolgte fiir 2 min die Inkubation mit dem Kernfarbstoff Hdmalaun und wiederum ein
Waschschritt in TBS. Die Proben wurden mit Kaisers Glyceringelatine und einem Deckglas
tiberschichtet. Die Dokumentation erfolgte am Lichtmikroskop Olympus Vanox AH-2 mit der
Polaroid Digitalkamera PDMC-3. Die weitere Bildbearbeitung wurde mit Adobe Photoshop
6.0 vorgenommen.

Hémalaun (nach Mayer, 1891)

5 g Himatoxylin

1 g Natriumjodat (NalO3)

250 g Aluminiumkaliumsulfat-Dodecahydrat
(KAI(SO4), - 12 H,0)

in 1000 ml Aqua tridest 16sen

danach hinzufiigen: 250 g Chloralhydrat
5 g Citronensdure-Monohydrat

auf 5 1 auffiillen
uber Nacht im Dunkeln rihren
filtrieren und vor Gebrauch 6 bis 8 Wochen bei RT lagern

2.4.5 Silberfarbung zum Nachweis der Lokalisation der Goldnanopartikel

Mit dem Silberverstirkungs-Kit von BBInternational (Cardiff, GB) kdnnen Goldnanopartikel
fiir das Lichtmikroskop sichtbar gemacht werden. In Anwesenheit von Gold werden die
Silbernitrationen der Losung zu freiem Silber reduziert und setzen sich an der Goldoberflidche
ab. So kommt es je nach Inkubationsdauer zu einer 10 - 100-fachen VergroBerung der
Partikel.

Fiir den Nachweis der Goldpartikel auf Zytozentrifugen-Praparaten der mit den Antikorper-
Goldkonjugaten inkubierten Zellen wurden diese zundchst fiir 10 min in 2 % Formalin/PBS
fixiert. Nach dem Waschen mit TBS-T und mit TBS (pH 7,4) wurden die Objekttrager fiir 5-
7 min mit dem Silberverstirkungsreagenz inkubiert und die Reaktion durch einen erneuten
Waschschritt in TBS-T abgestoppt. Nach der Kernfarbung mit Hamalaun (s. Abschnitt 2.4.4)
flir 3 min wurden die Objekttriger mit Kaisers Glyceringelatine und einem Deckglas
iberschichtet. Die Dokumentation erfolgte am Lichtmikroskop Olympus Vanox AH-2 mit der
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Polaroid-Digitalkamera PDMC-3. Die weitere Bildbearbeitung wurde mit Adobe Photoshop
6.0 vorgenommen.

Da sich mit Hilfe der Silberfarbung die Goldpartikel der Antikoérper-Goldkonjugate, nicht
aber die Antikdrper nachweisen lassen, wurden Letztere durch Immunfluoreszenzfarbungen
(Abschnitt 2.4.3) nachgewiesen. Da das Silberverstirkungsreagenz jedoch zum raschen
Ausbleichen der Fluoreszenzfarbstoffe fiihrt, wurde die Silberfiarbung erst im Anschluss an
die  Dokumentation der  Fluoreszenzfirbungen  durchgefiihrt.  Aufgrund  der
Fluoreszenzfirbung waren die Zellen bereits fixiert und permeabilisiert und das
Silberverstarkungsreagenz konnte direkt zu den Zellen gegeben werden. Die Umsetzung des
Silberverstarkungsreagenz wurde am konfokalen Laserscan-Mikroskop im Durchlicht
beobachtet und nach 5-10 min dokumentiert. Details zur Dokumentation sind in Abschnitt
2.4.3 beschrieben.

2.4.6 Vitalitatsfarbung mittels Pl und BCECF

Um die Vitalitidt der Zellen messen zu konnen, wurde eine Lebend-/Tot-Farbung mit dem
Kernfarbstoff Propidiumjodid (PI) und dem Esterasesubstrat BCECF durchgefiihrt. Dabei
dient PI zur Untersuchung der Membranintegritit und BCECF zur Uberpriifung der
physiologischen Aktivitdt der Zellen (Barnett und Evans, 1986; Kolber et al., 1988). PI
diffundiert nicht durch intakte Zellmembranen, doch schon bei kleinen Stérungen der
Membranintegritit gelangt es in die Zelle und bindet hier an Nukleinsduren. Durch diese
Bindung steigert sich die Fluoreszenzintensitit des PI, dessen Emissionsmaximum bei 617 nm
liegt. BCECF diffundiert als ungeladenes Molekiil durch die intakte Membran der Zellen und
wird in lebenden Zellen von Esterasen hydrolysiert. Hierdurch kommt es zu einem Anstieg
der Fluoreszenzintensitit. Als nun geladenes Molekiil kann es nicht mehr durch die Membran
diffundieren und verbleibt in der Zelle. Die Fluoreszenzemission des BCECF ist pH-
abhingig. Das Maximum befindet sich bei physiologischem pH-Wert bei ungefdhr 530 nm.
Fir die Lebend-/Tot-Farbung wurden Suspensionszellen in 500ul PBS in FACS-
ReaktionsgefdiBen von BD Biosciences (Bedford, MA, USA) aufgenommen und mit
0,1 ng/ml Endkonzentration BCECF, AM (2',7'-bis-(2-carboxyethyl)-5-(und-6)-carboxy-
fluorescein, Acetoxymethylester, Molecular Probes) versetzt. Nach 15 min Inkubation im
Brutschrank bei 37 °C wurde Propidiumjodid in der Endkonzentration 1 pg/ml hinzugegeben
und die Proben im Durchflusszytometer gemessen.
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2.5  Methoden der Nanopartikel- und CALI- Zellmanipulation
2.5.1 Lasersysteme

Nanosekundenpuls Nd:YAG-Laser

Die Bestrahlungen der Antikorper-Goldkonjugate wurden mit einem giitegeschalteten
Nd:YAG-Laser mit 6 ns Pulslinge durchgefiihrt (Surelite 1-20, Continuum, Santa Clara, CA,
USA). Nach Frequenzverdopplung wurde die 532-nm-Strahlung mit zwei dichroitischen
Spiegeln von der Grundwellenldnge getrennt. Die Energie der Laserpulse konnte mit Hilfe
eines drehbaren A/2-Plittchens und eines Polarisators stufenlos eingestellt werden. In der
Bestrahlungsebene standen Pulsenergien von einigen hundert Mikrojoule bis ca. 110 mJ pro
Puls zur Verfligung. Die Energiebestimmung der Pulse erfolgte iiber einen pyroelektrischen
Detektor (PE25-SH, Ophir Optronics, Jerusalem, Israel), der oberhalb der Probe in ca. 50 cm
Abstand positioniert war, und der Software USBI 1.11 (Ophir Optronics). Mittels einer
Zerstreuungslinse mit einer Brennweite von 40 mm wurde die Messflache vollstindig
ausgeleuchtet. Die Proben wurden mit einem nicht fokussierten oder aufgeweiteten
Laserstrahl von ca. 3 mm bestrahlt. Das Strahlprofil war leicht elliptisch (2,5 mm x 3 mm)
und variierte etwas zwischen den einzelnen Pulsen. Zur Bestimmung der Bestrahlung wurden
sowohl Brandflecken auf Photopapier, als auch Aufnahmen des Strahlprofils mit einer
Mattscheibe und einer CCD-Kamera verwendet (Abb. 2.2). Hieraus wurde zur Berechnung
der Bestrahlung eine effektive Strahlfliche von 0,059 cm® abgeschitzt, durch die die
gemessenen Pulsenergien geteilt wurden.

Bestrahlung
[rE.]

1cm

Abb. 2.2 Strahlprofil des Lasers gemessen in der Bestrahlungsebene des Mikroskops.
(a) Bestrahlung einer Mattscheibe und Abbildung auf eine Kamera. (b) Brandfleck auf Photopapier.

Die zeitliche Lénge der einzelnen Pulse betrug 6 ns. Allerdings war der Puls durch die
Interferenz der einzelnen longitudinalen Lasermoden sehr stark moduliert (Abb. 2.3). Die
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Leistungsspitzen, die zuféllig verteilt auftreten, fiihren bei 15-nm-Goldpartikeln zur
Temperaturspitzen von 50 % verglichen mit einer glatten Pulsform.
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Abb. 2.3 Messung der Pulsform des Laser bei 532 nm mit zwei verschiedenen Zeitauflosungen. Die
starken Fluktuation der Spitzenleistung wurden mit einem Detektor mit 3 GHz Bandbreite aufgeldst
(schwarze Kurve). Die rote Kurve der gemittelten Pulsform ergibt sich, wenn der Laserpuls mit
einer Bandbreite von unter einem GHz vermessen wird.

Argonlaser

Fir die Bestrahlungen der CALI-Experimente wurde neben einem inversen
Fluoreszenzmikroskop der Argonlaser 270 Exciter der Firma Spectra Physics (Mountain
View, CA, USA) bei 488 nm verwendet. Die Strahlung wurde durch eine 500-pm-Quarzfaser
zur Probe geleitet. Dort wurde das Faserende stark vergroBert auf die Kiivette mit dem
Zelllysat oder den Antikorperkonjugaten abgebildet. Durch die Abbildung des Faserendes in
die Kiivette kann eine kreisformige homogene Bestrahlungsstirke erreicht werden. Die
Bestrahlungsstirke wurde in der Bestrahlungsebene mit einer definierten Messblende und
einem bolometrischen Leistungsmessgerit (Mentor MA 10, Scientech Inc., Boulder, Co, USA)
gemessen. Die Bestrahlungszeiten wurden mit einer Stoppuhr bestimmt.

Fluoreszenzmikroskop fiir die CALI-Experimente

Bestandteil des Bestrahlungsaufbaus fiir die Bestrahlungen der Goldkonjugate wie auch fiir
die CALI-Experimente war das inverse Fluoreszenzmikroskop Eclipse TE2000-U (Nikon,
Tokio, Japan) mit einem in x-, y-Achse motorisierten Kreuztisch (Scann IM 120x100,
Mirzhduser, Wetzlar, Dtl.). Als Lichtquelle fiir die Fluoreszenzanregung diente eine
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Quecksilberdampflampe. Der Filterblock (Typ B-2E/C), der fiir die Anregung der FITC- wie
auch der Alexa 488-Konjugate eingesetzt wurde, lie Licht der Wellenldnge 465 bis 495 nm
passieren. Als Kompromiss zwischen einem mdglichst weiten Strahl und somit einem
moglichst grofem bestrahlten Areal einerseits und hoher Energiedichte andererseits wurden
die Bestrahlungen der Fluoreszenzfarbstoffkonjugate mit dem 20-fach Objektiv (Plan Fluor,
numerische Apertur 0,45) durchgefiihrt. Hiermit betrug die Bestrahlungsstirke ca.
570 mW/cm® .

Der Kreuztisch mit Universaleinlegeboden erlaubte die Verwendung von Glas-Objekttragern
aller gingigen GroBen wie auch der runden 35-mm-Mikroinjektions-Schiilchen. Uber die
Software WIN-Commander 4.2 wurde der Tisch vom Computer mit einer Genauigkeit von
3 um angesteuert.

Energiedetektor
Ophir PE25

Zersteuungslinse

Bestrahlungstrager
/ mit Probe
motorisierter F
Kreuztisch | Laserbestrahlung

."A: — ohne Objektiv
]

Spiege% / verschiebbarer
= Spiegel

N
Spiegel
/ Polarisator

Strahlféngerrl

Nd:YAG-Laser
Continuum Surelight |

Fluoreszenzmikroskop
A/ 2-Platchen Nikon Eclipse TE2000-U

Abb. 2.4: Schematische Ubersicht des Bestrahlungsaufbaus, der fir die Laserbestrahlung der
Goldnanopartikel und fur die Fluoreszenzbestrahlung der Fluoreszenz-Antikdrperkonjugate
entwickelt wurde.
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2.5.2 Inkubation der Zellen mit Goldnanopartikeln

Die Inkubation der Suspensionszellen mit den Antikorper-Goldkonjugaten vor der
Laserbestrahlung erfolgte nach Zentrifugation der Zellen (5 min, 300 g, RT). Fiir jeden
Ansatz wurden die Zellen in 10 pl PBS (pH 7,5) in der Konzentration 10° Zellen/ul
aufgenommen. Bei dieser Konzentration waren die Vertiefungen des Bestrahlungstrigers
(s. Abschnitt 2.5.4) mit hochstens 1-2 Zellschichten bedeckt. Je 10 ul Zellsuspension wurden
nun mit 2 pl der Antikdrper-Goldkonjugate versetzt und fiir 20 min inkubiert. Inkubationen
bei 4 °C und 37 °C zeigten in Bezug auf die Bindung der Konjugate keinen Unterschied (Abb.
2.4). Somit wurden die weiteren Inkubationen bei 37 °C im Brutschrank durchgefiihrt. Die
Inkubationszeit wurde auf 20 min begrenzt, um eine etwaige Aufnahme der Konjugate durch
die Zellen zu vermeiden. Nach diesem Inkubationsschritt wurden die Zellen fiir die
Bestrahlungsexperimente eingesetzt.

KG-1+ TuK1 37 °C KG-1+ TuK1 37 °C
ungefarbt ungefarbt
15Au-Tiik1 (1:3) 15Au-Tiik1 (1:3)
N 15Au-Tiik1 (1:10) T 15Au-Tiik1 (1:10)
c C
2 2
g g
i L
100 10° 102 103 104 100 10° 102 108 104
Anti-Maus-Alexa-488 Anti-Maus-Alexa-488

Abb. 2.5: Bindung von 15Au-Tukl-Konjugaten an KG-1-Zellen nach Inkubation bei 37 °C
und 4 °C.

2.5.3 Nanosekundenpuls-Laserbestrahlung von Zellen

Die Laserbestrahlung von Suspensionszellen erfolgte in einem hierfiir angefertigten Glas-
Bestrahlungstrager (Hellma, Miillheim, Dtl.). Die 18 ProbengefiBe des Bestrahlungstrigers
wurden zundchst mit PBS benetzt um eine gleichméfige Verteilung der Proben ohne
Blaseneinschliisse zu erreichen. AnschlieBend wurden pro Gefidll 4 pl Zellsuspension
pipettiert (Zellkonzentration: 10° Zellen/ul) und der Triger mit einem Glasdeckel abgedeckt.
Der Bestrahlungstriger besa3 die Ausmale eines Mikroskopie-Objektragers und konnte in
den Einsatz des motorisierten Kreuztisches der Bestrahlungseinheit eingelegt werden. Bei
eingeschaltetem Laser mit niedriger Energie (100-400 pJ/Puls) wurde der Tisch manuell so
eingestellt, dass der Laserstrahl ein leeres Probengefdll bestrahlte. Die Ansteuerung der
weiteren Probengefil3e erfolgte iiber den Computer mit der Software WIN-Commander 4.2.



Material und Methoden 33

2.5.4 Durchfihrung der CALI-Experimente

Fir die CALI-Bestrahlung von Zelllysat wurde das Lysat mit den Antikorper-Farbstoff-
konjugaten fiir 20 min bei 4 °C im Dunkeln inkubiert. AnschlieBend wurden je Probe 4 pl in
den Glasbestrahlungstriger pipettiert und die Bestrahlung mit dem Argonlaser durchgefiihrt.
Unmittelbar im Anschluss wurden die Proben fiir die spétere Auswertung mittels SDS-PAGE
und Westernblot in SDS-Probenpuffer aufgenommen. Dabei wurde fiir eine Bahn in der SDS-
PAGE 1 pl Probe in 8 pl SDS-Puffer sowie 0,5 pl DTT aufgenommen. Bis zur Durchfiihrung
der SDS-PAGE wurden die Proben bei -20 °C gelagert.

Fir die CALI-Bestrahlung zur in vivo Proteininaktivierung wurden die Zellen nach
Mikroinjektion der Antikorper-Farbstoffkonjugate eine Stunde im Brutschrank bei 37 °C
inkubiert, um die Lokalisation der Konjugate an ihren Zielproteinen zu gewihrleisten. Die
Bestrahlung erfolgte an dem in Abschnitt 2.5.1 beschriebenen Fluoreszenzmikroskop mit dem
20-fach Objektiv. Nach der Bestrahlung wurden die Zellen fiir 20 min erneut im Brutschrank
inkubiert und die Markierung neu synthetisierter RNA durchgefiihrt (Abschnitt 2.4.2). Im
Anschluss erfolgte die Immunfluoreszenzfarbung zur Proteinlokalisation (Abschnitt 2.4.3).
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3 Ergebnisse

3.1  Selektive Zellschadigung durch Laserinaktivierung

3.1.1 Selektive Zellschadigung mit Hilfe von Nanopartikel-assistierter
Laserinaktivierung (NALI)

Um die Mdglichkeit selektiver Schadigung von Zellen durch Antikdérper-Goldkonjugate zu
untersuchen, wurden verschiedene Zelllinien ausgewahlt, die sich durch charakteristische
Oberflachenmarker auszeichnen (s. Abschnitt 2.1.1). Fiur die verwendeten Konjugate konnte
eine spezifische Bindung an die jeweiligen Zielzellen gezeigt werden (Abb. 3.1).
Durchflusszytometrische Messungen zeigten den Nachweis der Bindung der gegen CD30
gerichteten 15Au-BerH2-Konjugate an die Zelllinie L-428 sowie die Bindung der gegen
CD13 gerichteten 15Au-Tuk1-Konjugate an die Zelllinie KG-1. Das gegen das Kernprotein
pKi-67 gerichtete Konjugat 15Au-MIB-1 zeigte keine spezifische Bindung an den
Zellmembranen. Die Zelllinie Karpas-299 ist positiv flir CD25 und CD30. Fir diese Zelllinie
wurden sowohl 15Au-ACT1- und 15Au-BerH2- Konjugate verwendet. Antikorper-
Goldkonjugate wurden aus Goldpartikeln mit Durchmessern von 6 nm, 15 nm und 30 nm
hergestellt. Die Konjugate aller Gréfien zeigten ein ahnliches Bindungsverhalten an ihren
Zielzellen, wie in Abbildung 3.1 beispielhaft fiir 15Au-Tik1-Konjugate gezeigt.

Aufgrund der geringen GroRe der Konjugate ist eine direkte lichtmikroskopische Uberpriifung
ihrer Lokalisation an Zellen nicht moglich. Aus diesem Grunde wurden die Antikorper der
Konjugate mit fluoreszenzmarkierten Sekundérantikérpern, sowie die Goldpartikel der
Konjugate mit einem Silberverstarkungsreagenz nachgewiesen. Die membrangebundenen
Konjugate weisen ein granuléres Muster auf der Zellmembran auf und sind uber die gesamte
Membran verteilt, Abbildung 3.2 zeigt dies am Beispiel von L-428-Zellen, die zuvor mit
15Au-BerH2-Konjugaten inkubiert wurden.
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Abb. 3.2 Detektion der Antikdrper-
Goldkonjugate an ihren Zielzellen. a-d:
15Au-BerH2 wurde auf der Membran
von L-428-Zellen mit Hilfe des anti-
Maus-Alexa 546-Sekundarantikorpers
nachgewiesen. Es handelt sich um
Laserscan-Aufnahmen lebender Zellen.
Dabei sind a-d Aufnahmen derselben
Zelle, wobei die Scanebene in a durch
die Zelloberflache und in ¢ durch die
Zellmitte verlauft. b und d:
Uberlagerung der Fluoreszenz mit DIK-
Aufnahmen.

e-f: Nachweis der Antikorper-
Goldkonjugate mit Silberverstarkungs-
reagenz auf Zytozentrifugen-

Praparaten. L-428-Zellen wurden in e
mit 15Au-BerH2 inkubiert und in f mit
15Au-MIB-1 als Negativkontrolle.
Balken 10 pm.

Versuche zur Schadigung von Zellen mit Hilfe von Goldnanopartikel-Konjugaten wurden
zunachst mit der Lymphomzelllinie L-428 durchgefihrt. Nach Inkubation der Zellen mit
15Au-BerH2-Konjugaten wurden die Zellen mit einem ns-Laserpuls mit 1,7 J/cm? bestrahlt.
Um die Vitalitat der Zellen bestimmen zu kénnen, wurde eine Lebend-/Tot-Farbung mit dem
Kernfarbstoff Propidiumjodid (P1) und dem Esterasesubstrat BCECF durchgefiihrt. PI-
negative, aber BCECF-positive Zellen wurden als lebend und PI-positive, aber BCECF-
negative Zellen als tot gewertet (s. Abschnitt 2.4.6). In allen durchflusszytometrischen
Auswertungen wurden zundchst die Signale von Zelltrimmern abgestorbener Zellen Uber
Vorwarts- und Seitwartsstreuung ausgeschlossen. Die Auftragung von Pl gegen BCECF in
Abbildung 3.3 lasst erkennen, dass in der unbestrahlten Kontrolle der Anteil der eindeutig
toten Zellen bereits 17,6 % und der Anteil vitaler Zellen 78,2 % betrug. Die Zellkultur der
Lymphomzelllinie L-428 wies im Allgemeinen einen Anteil toter Zellen zwischen 10 % und
30 % auf. Nach Laserbestrahlung betrug der Anteil eindeutig toter Zellen mehr als 98 %

gegeniber nur noch 0,4 % an vitalen Zellen (Abb. 3.3 b).
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Abb. 3.3 PI/BCECF—Féarbung von L-428-Zellen vor (a) und nach (b) Laserbestrahlung. Die Zellen
wurden zuvor mit 15Au-BerH2 inkubiert und in b mit einem ns-Laserpuls der Energie 1,7 J/cm?
bestrahlt. Die Fluoreszenzaufnahmen auf der rechten Seite der Abbildung zeigen die mit BCECF
(grin) und PI (rot) gefarbten Zellen.

Die Spezifitat der Behandlung wurde in verschiedenen Ansatzen Uberprift (Abb. 3.4). Die
Bestrahlung der Zellen mit gleicher Laserenergie in Abwesenheit der Goldkonjugate zeigte
keinen Einfluss auf die Vitalitat der Zellen. Ebenso fuhrt eine Bestrahlung nach Inkubation
der Zellen mit nicht membranspezifischen Konjugaten wie 15Au-MIB-1, das gegen das
Kernprotein pKi-67 gerichtet ist, nicht zum Verlust an Zellvitalitat. Auch die Inkubation der
Zellen ohne anschliel’ende Laserbestrahlung bleibt ohne Folgen auf die Zellvitalitat.



Ergebnisse 38

100 -

90 - 17.9 13,7 16.1 139

801 0O BCECF neg. /
70 - Pl pos. (tot)

60 - @ BCECF pos. /
504 ]98,1 Pl neg. (vital)

40 - 78,8 83 79 84
30 -
20 -
10 -

[%]

0,9

15AuBerH2‘ ohne Au ‘15AuMIB—1 15AuBerH2| ohne Au

bestrahlt ———— unbestrahlt

Abb. 3.4 Zellschddigung nach Inkubation mit Goldnanopartikeln und Laserbestrahlung. L-428-
Zellen wurden mit den angegebenen Konjugaten inkubiert und mit Einzelpulsen von 1,7 J/cm?
bestrahlt bzw. blieben unbestrahlt. Die Anséatze zeigen die Spezifitat der Behandlung. Ausschlielilich
die Inkubation mit den zellmembranbindenden 15Au-BerH2-Konjugaten und anschlielende
Laserbestrahlung fuhrte zu einer Schadigung von Utber 98 % der Zellen.

Laserbestrahlung von Zellen in Abwesenheit von Antikdrper-Goldkonjugaten zeigte erst bei
hohen Pulszahlen einen Einfluss auf die Vitalitdt (Abb. 3.5). Fir die Versuche zur
Zellschéadigung mit Hilfe der Goldkonjugate wurden ein bis zwei Einzelpulse mit der Energie
1,7 Jlcm? verwendet. Bei dieser Energie liegt der Anstieg an toten Zellen noch im Bereich des
Messfehlers. Erst bei sehr starker Bestrahlung von 50 Pulsen zeigte sich eine Zunahme an

toten Zellen von ca. 15 % auf ca. 25 %.

Abb. 3.5 Einfluss der
. Laserbestrahlung auf die
L-428 ohne Goldkonjugate Zellvitalitat in Abwesenheit
30 - von Goldkonjugaten. L-428-
Zellen wurden mit
25 T unterschiedlicher Zahl von
o 1 Pulsen der Energie
g 20 | T 1,7 J/cm? bestrahlt und die
OC,('-'_S T J. Vitalitat der Zellen mittels
so T T T BCECF- und  PI-Farbung
':‘) ol 1 1 bestimmt.
28 10
A
~ 5 B
0
0 1 2 5 50
Pulsanzahl
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Die Bestrahlung unterschiedlicher Zelllinien nach Inkubation mit jeweils membranbindenden
Goldkonjugaten zeigte die Anwendbarkeit der selektiven Zellschaddigung auf verschiedene
Zelllinien (Abb. 3.6). Nach Inkubation von L-428-Zellen mit 15Au-BerH2- Konjugaten, KG-
1-Zellen mit 15Au-Tik1-Konjugaten und Karpas-299-Zellen mit 15Au-ACT-1-Konjugaten
konnten die drei Zellinien durch Laserbestrahlung zu einem hohen Anteil geschadigt werden.
Bei gleicher Bestrahlungsenergie variierte der Anteil toter Zellen zwischen den Zellinien. Ein
Puls der Energie 1,5J/cm? filhrte im Mittel bei 83 % der L-428-Zellen zum Verlust der
Vitalitat, unter den Karpas-299-Zellen betrug der Anteil 79 % und bei den KG-1-Zellen 66 %.
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Abb. 3.6 Abhangigkeit der Zellschadigung von der Bestrahlung. Vor der Bestrahlung wurden
KG-1-Zellen mit 15Au-Tuk1, L-428-Zellen mit 15Au-BerH2 und Karpas-299-Zellen mit 15Au-
ACT-1-Konjugaten inkubiert. a) Bestrahlung mit Einzelpulsen bis 1,5 J/cm?. b) Bestrahlung mit je
30 Pulsen der Energie 1,5 J/em?.
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Nach Bestrahlung der Zellen mit je 30 Pulsen der Energie 1,5 J/icm? betrug der Anteil
eindeutig toter Zellen bei den L-428-Zellen im Mittel 97,4 %, bei den Karpas-299-Zellen
86,7 % und bei den KG-1-Zellen 86,9 %. Einzelne Versuche zeigten dabei bei den L-428-
Zellen einen Anteil von Uber 98 % toter Zellen. Um eventuell auftretende Kavitationsblasen
nachzuweisen, wurden kurzzeitfotografische Aufnahmen mit 0,5 um Aufldsung am Institut
fur biomedizinische Optik durchgefuhrt. Es lieRen sich direkt keine Blasen nachweisen (Abb.
3.7). Zu erkennen ist jedoch bei der oberen Zelle, die sich in der Fokusebene befindet, eine

Veranderung der Zellmembran nach einer Bestrahlung mit 300 Pulsen.

Abb. 3.7 Kurzzeitfotografische Aufnahmen von L-428-Zellen mit 15Au-BerH2 Konjugaten 35 ns
nach Bestrahlung mit 1,4 J/cm?. (a) nach wenigen Pulsen (b) nach 300 Pulsen. Balken 10 um.
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Um die Spezifitdt der Laserinaktivierung weiter zu untersuchen, wurde versucht in einer
gemischten Zellpopulation selektiv eine Zelllinie mit Hilfe der Goldkonjugate zu schéadigen.
Zu diesem Zweck wurden die Zelllinien L-428 und KG-1 miteinander gemischt. L-428-Zellen
tragen das Oberflachen-Antigen CD30, wahrend KG-1 negativ fiir CD30 sind. Andererseits
sind die KG-1-Zellen positiv fir CD13, das wiederum auf der Membran der L-428-Zellen
nicht vorhanden ist. Aufgrund dieser Differenzierbarkeit konnen die L-428-Zellen mit Hilfe

der gegen CD30 gerichteten 15Au-BerH2-Goldkonjugate gezielt angegriffen werden.

unbestrahlt bestrahlt
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> > >
T o
2 23 S g 2
=1 _ L-428 _
<3 2 43,8 % =
100 101 102 103 104 100 10" 102 103 104 103 104
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Abb. 3.8 Spezifitdt der Zellschadigung: Eine Mischkultur von CD30-positiven Zellen (L-428) und
CD30-negativen Zellen (KG-1) wurde mit 15Au-BerH2-Konjugaten inkubiert und mit zwei
Laserpulsen mit je 1,5 J/cm? bestrahlt. Zur Differenzierung zwischen den Zelllinien wurden diese
mit direktmarkierten Antikdérpern gegen CD30 und CD13 gefarbt. Geschadigte Zellen wurden mit
Hilfe von Propidiumjodid (Pl) nachgewiesen. Farblich markiert sind die Regionen der eindeutig als
vital bestimmbaren Zellpopulationen. Die Prozentangeben geben den Anteil an der gesamten
Mischkultur wieder. Nach der Bestrahlung liegt der Anteil der vitalen L-428-Zellen nur noch bei
0,5 % bzw. 0,2 % der Gesamtkultur, wahrend die KG-1-Zellen kaum beeinflusst wurden. 20
Stunden nach der Bestrahlung zeigte sich letztere Zellpopulation in der PI-Farbung weiterhin
negativ. Zum Zeitpunkt der Bestrahlung betrug die Zelldichte ca. 10° Zellen/pl.
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In den durchflusszytometrischen Messungen wurden die als eindeutig vital bestimmbaren
Zellen ausgewertet, da unter den toten, Pl-positiven, Zellen nicht eindeutig zwischen den
Zelllinien differenziert werden konnte (Abb. 3.8). Aullerdem besteht die Mdglichkeit, dass die
bestrahlten Zellen in ihrer Struktur derart zerstort wurden, dass sie sich nicht mehr in der mit
Hilfe der Seitwarts- und Vorwartsstreuung erfolgten Auswahl vollstandiger Zellen befinden.
Wie in der Farbung der Mischkultur mit dem Alexa 488-markierten BerH2-Antikorper gegen
CD30 zu erkennen, bestand die Mischkultur vor Laserbestrahlung zu 43,8 % aus Pl-negativen
L-428 Zellen und zu 34,8 % aus Pl-negativen KG-1-Zellen. Der Anteil der Pl-negativen
L-428 sank nach der Bestrahlung auf 0,5 % der Gesamtzellzahl in der Mischkultur. Dies
entspricht 1,1 % der L-428-Zellen. Die L-428-Zellen konnten demnach also zu 98,9 %
eliminiert werden. Féarbungen gegen CD13 zeigten einen ahnlichen Rickgang der vitalen
L-428-Zellen von 41,1 % auf 0,2 % der Gesamtzellzahl. In beiden Farbungen ist erkennbar,
dass die KG-1-Zellen durch die Bestrahlung kaum beeinflusst wurden. Der Anteil eindeutig
vitaler KG-1-Zellen sank von 34,8 % vor der Bestrahlung auf 33,9 % nach Laserbestrahlung
bzw. von 35,8 % auf 34,1 % in der Farbung gegen CD13. Auch nach 24 Stunden zeigten sich
die KG-1-Zellen in Bezug auf die PI-Aufnahme nahezu unveréndert.

Um die Mdoglichkeit einer spateren Umsetzung dieser Methode im klinischen Bereich zur
spezifischen Schéadigung eines bestimmten Zelltyps zu untersuchen, sollte diese in einem
Modellsystem Uberprift werden, das einer in vivo Situation ndher kommt. Dazu wurden aus
menschlichem Blut isolierten peripheren Lymphozyten, Zellen der Lymphomzelllinie L-428
zugesetzt. Da sich Lymphomzellen von Hodgkin-Lymphom-Patienten durch das
Oberflachenantigen CD30 auszeichnen, sollte untersucht werden inwieweit es maglich ist, die
CD30-positiven Zellen nach Inkubation mit 15Au-BerH2-Konjugaten durch Bestrahlung mit
ns-Laserpulsen selektiv zu schadigen. Abbildung 3.9 zeigt reprasentative Ergebnisse dieser
Versuche. Mit Hilfe des Sekund&rantikdrpers Ziege-anti-Maus-Alexa 488 konnten nach
Auftragung des Seitwartsstreulichts gegen die Fluoreszenz des Sekundarantikdrpers zunéchst
die Areale der Lymphozytenpopulation und der L-428-Zellen differenziert werden. Nach PI-
Zugabe ist zu erkennen, dass die unbestrahlte Lymphozytenpopulation zu 98,7 % negativ flr
PI, also vital, ist (Abb. 3.9, mittlere Reihe). In der bestrahlten Probe nimmt der Anteil vitaler
Zellen geringfligig auf 93,4 % ab. Anders verhélt sich die PI-Fluoreszenz der L-428-Zellen.
Hier betrug der Anteil Pl-negativer Zellen vor Bestrahlung 69 % (Abb. 3.9, untere Reihe).
Nach Laserbestrahlung betragt der Anteil Pl-negativer L-428-Zellen nur noch 4,4 %. Nach 24
Stunden sind keine CD30-positiven Zellen mehr detektierbar.



R1

R2

Ergebnisse 43

A B C
unbestrahlt bestrahlt

.Rz

104
104

104

103
103
103

SSC-H
102

SSC-H
102

SSC-H
102

10!
101

S S >
100 10° 102 108 104 100 10° 102 108 10° 100 10" 102 103 104
Anti-Maus-Alexa-488 Anti-Maus-Alexa-488 Anti-Maus-Alexa-488

8 3 ’
:S, _ 97,2 S} _ 98,7 c 93,4
o [ '§
w w w

. 1 .|

AELELRARLL | AELELARALY | MERELRRALY | ML RLL LERELALLLL | LEREALLL | T LALLL | T T 11117 Ty Ty Ty Tr=rrrrr
100 101 102 103 104 100 10° 102 103 10° 100 101 102 108 104
Pl PI PI
Q [0 (]
g | 2 69,0 @ 4,4
{*)] 5 7] S T
o U > <) P
o o o
w w L
T T T LA LALL B LD B T
100 10" 102 103 104 100 101 102 103 10¢ 100 10! 102 103 10%
PI PI Pl

Abb. 3.9 Schadigung von L-428-Lymphomzellen aus einer Lymphozytenpopulation. Aus
menschlichem Blut isolierten Lymphozyten wurden 5% L-428-Zellen zugesetzt und mit 15Au-BerH2
inkubiert. AnschlieBend wurde mit dem Nanosekundenlaser bestrahlt (1,7 J/cm?, 20 Pulse) und die
geschadigten Zellen mit Pl gefarbt. Zur ldentifizierung der L-428-Zellen wurden die 15Au-BerH2-
Konjugate mit einem anti-Maus-Alexa-488-Sekundarantikbérper nachgewiesen. Dabei sind in
Reihe A nur die Lymphozyten, in Reihe B die Lymphozyten mit L-428 vor Laserbestrahlung und in
Reihe C Lymphozyten mit L-428 nach Laserbestrahlung dargestellt. Die Diagramme der oberen
Zeile zeigen die Seitwartsstreuung gegen die Fluoreszenz des anti-Maus-Alexa-488-Antikérpers,
Region R1 markiert die Lymphozyten, Region R2 die L-428-Zellen. Nur ein geringer Prozentsatz
der Lymphozyten nimmt nach Bestrahlung Pl auf (mittlere Reihe). Unter den L-428-Zellen
hingegen zeigen sich nach Bestrahlung nur noch 4,4 % negativ fur Pl (untere Reihe). Aufgrund der
starkeren Autofluoreszenz der L-428-Zellen im Pl-Kanal weisen hier die Peaks hohere
Fluoreszenzintensitaten auf.



Ergebnisse 44

3.1.2  Versuche zur selektiven Zellschadigung mit Hilfe von Chromophor-assistierter
Laserinaktivierung (CALI)

Die Anregung von Chromophoren markierter Antikorper fihrt zur Bildung von Radikalen
und Singulett-Sauerstoff. Analog zu den Versuchen aus Abschnitt 3.1.1 mit
membrangebundenen Goldnanopartikeln sollte im Folgenden untersucht werden, inwieweit
diese Radikalbildung membrangebundener Fluoreszenzkonjugate unter Laserbestrahlung
Einfluss auf die Vitalitdt von Zellen hat. Durch die selektive Bindung der Chromophor-
Antikorperkonjugate an spezifische Oberflachenmarker ist hier ebenfalls wie im Fall der

Goldkonjugate die Selektivitat fur bestimmte Zelllinien gegeben.
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Abb. 3.10 CALI an dem membranstédndigen Protein CD30 zeigt keinen unmittelbaren Effekt auf
die Vitalitat der Zellen. CD30-positive Zellen (L-428) wurden mit FITC- (a, b) oder Alexa 488- (c,
d) markierten Antikdrpern gegen CD30 (BerH2) inkubiert. Die Zellen wurden mit dem Argonlaser
bei einer Bestrahlungsstarke von 500 mW/cm? fiir 30 min bestrahlt und mit Pl gefarbt. Die PI-
Fluoreszenz der L-428-Zellen ist in den Histogrammen in b und d dargestellt. Der Graph mit
schwarzer Kontur zeigt die unbestrahlte Kontrolle, der grau unterlegte Graph jeweils die
bestrahlten Zellen. Nach Bestrahlung kommt es nur zu einem geringfigigen Anstieg der PI-
positiven Zellen, das geometrische Mittel der PIl-Fluoreszenz betrdgt bei der unbestrahlten
Kontrolle 11,7, bei den FITC-markierten Zellen nach Bestrahlung 16,9 und bei den Alexa 488-
markierten Zellen nach Bestrahlung 24,0.
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Der gegen das membranstandige CD30 gerichtete Antikorper BerH2 wurde mit den
Fluoreszenzfarbstoffen FITC oder Alexa 488 markiert und CD30-positive Zellen (L-428) mit
diesen Konjugaten inkubiert. Die Bestrahlung erfolgte mit dem Argonlaser bei 500 mW/cm?.
Zur Bestimmung der Zellvitalitst wurden die Zellen mit Pl inkubiert und
durchflusszytometrisch ausgewertet. Nach einer Bestrahlungsdauer von 30 min ist mit beiden
Antikdrperkonjugaten nur ein auflerst geringer Anstieg des Anteils der Pl-positiven Zellen
erkennbar (Abb. 3.10). Unmittelbare Einflisse auf die Vitalitat, wie nach Behandlung und
Bestrahlung mit den Goldnanopartikeln in Abschnitt 3.1.1, waren sowohl bei den FITC- als

auch bei den Alexa Fluor 488-Konjugaten nicht festzustellen.
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3.2  Zellmembran-Permeabilisierung mit Hilfe von Goldnanopartikeln

Laserbestrahlung von membrangebundenen Antikorper-Goldkonjugaten fuhrt wahrscheinlich
primér Uber eine Schadigung der Zytoplasmamembran zum Zelltod (s. Abschnitt 3.1.1). Bei
reduzierter Bestrahlung wurde eine temporére Permeabilisierung der Zellmembran beobachtet
(Radt, 2002), die genutzt werden konnte, um Molekiile wie DNA oder Antikdrper in Zellen
einzubringen. Zur experimentellen Verifizierung wurde zunachst versucht, FITC-markiertes
Dextran mit einem Molekulargewicht von 10 kDa in lebende Zellen einzubringen. Dieses
Molekdl ist wesentlich kleiner als ein Antikorper und wurde den Zellen kurz vor der
Bestrahlung zugegeben. 30 min nach Bestrahlung erfolgte die Zugabe von PI, um dauerhaft
geschadigte Zellen zu identifizieren. Die Verzdgerung der PI-Zugabe war notwendig, da sich
herausstellte, dass die Membran diese Zeit zur vollstandigen Wiederherstellung der Integritét
bendtigte. Fir die Versuche wurden die Bestrahlungsenergien so gewéhlt, dass sie zunéchst
unter der Grenze lagen, bei der die Zellen absterben. Die Bestrahlung von Karpas-299-Zellen
nach Inkubation mit den gegen CD30 gerichteten 30Au-BerH2-Konjugaten zeigte in der
durchflusszytometrischen Auswertung eine Aufnahme von FITC-Dextran (Abb. 3.11). Bei
zunehmender Energie der Einzelpulse erhohte sich die Anzahl der FITC-Dextran-
aufnehmenden Zellen. Gleichzeitig nahm jedoch auch der Anteil der Pl-positiven Zellen mit
irreversiblen Membranschadigungen zu. Die Karpas-299-Zellen zeigten bei einer Bestrahlung
mit einem Puls von 160 mJ/cm? einen Anteil von 46,4 % FITC-Dextran-positiver Zellen die
kein PI aufnehmen. Bei einer Bestrahlungsenergie von 240 mJ/cm? betrug dieser Anteil nur
noch 9,3 %, gegenuber 88,0 % der Zellen, die zusétzlich positiv fur Pl waren (Abb. 3.11). Der
Einfluss verschiedene Parameter wie Pulsanzahl, die Pulsenergie und die GroRe der
Goldpartikel auf die Permeabilisierung wurde systematisch untersucht (Yao et al., 2005).
Dabei zeigte sowohl bei den 15-nm als auch bei den 30-nm-Partikeln eine Pulsanzahl von
finf Pulsen die héchste Permeabilisierungsrate. Bei den 30-nm-Partikeln wurden insgesamt
niedrigere Bestrahlungsenergien benétigt, um Membranpermeabilisierung hervorzurufen.
Eine Verbesserung der Transfektionsrate liel3 sich unter Verwendung von hyperosmolarem
Elektroporationspuffer (Nr. 4308 070.501, Eppendorf, Hamburg, Dtl.) erreichen. Bei der
Bestrahlung von L-428-Zellen die mit 30Au-BerH2-Konjugaten inkubiert wurden, zeigte sich
in isoosmalarem Puffer (90 mOsmol/kg) eine maximale Permeabilisierungsrate bei
100 mJ/cm? von 34,7% und in hyperosmolarem Puffer (280 mOsmol/kg) eine
Permeabilisierungsrate von 41,2 % (Abb. 3.12).
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Abb. 3.12 Vergleich der Membranpermeabilisierung durch Laserbestrahlung in iso- und
hypoosmolarem Elektroporationspuffer. L-428-Zellen wurden mit 30Au-BerH2-Konjugaten inkubiert
und nach Zugabe von FITC-Dextran mit Einzelpulsen der angegebenen Energien bestrahlt.

Zum Transfer von Antikdrpern in die Zellen, wurden L-428-Zellen mit 30Au-BerH2-
Konjugaten inkubiert und in hypoosmolarem Elektroporationspuffer aufgenommen.
Unmittelbar vor der Bestrahlung wurde ein mit Alexa 488 direktmarkierter MIB-1-Antikorper
hinzugegeben. Um unter den Antikorper-aufnehmenden Zellen eine deutlichere Trennung
zwischen den (berlebenden und dauerhaft geschadigten Zellen zu erreichen, erfolgte die
Zugabe von Pl sowie die durchflusszytometrische Auswertung erst nach 20 Stunden
Inkubation der Zellen im Brutschrank bei 37 °C. Mit ansteigender Bestrahlungsenergie stieg
auch der Anteil der permeabilisierten Zellen. Die beste Permeabilisierungsrate wurde mit
einer Bestrahlung von 90 mJ/cm? erreicht. Hier waren 32,2 % der Zellen positiv fiir M1B-1-
Alexa 488 ohne fur Pl permeabel zu sein. Der Anteil der permeabilisierten und PI-positiven
Zellen lag hier bei 18,2 % (Abb. 3.13).

Es gelang nicht, durch Permeabilisierung GFP-Plasmide in die Zellen einzubringen. Als
Plasmide wurden das 4,7 kb groRe pEGFP-C1 (Clontech, Mountain View, CA, USA) sowie
das 3,6 kb groRe pmaxGFP (Amaxa, Kdln, Dtl.) verwendet. Auch nach 30 Stunden konnte

keine GFP-Fluoreszenz beobachtet werden.
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Abb. 3.13 Zellulare Aufnahme von Alexa 488-markiertem MIB-1-Antikdrper durch

Membranpermeabilisierung nach Laserbestrahlung. L-428-Zellen wurden mit 30Au-BerH2-
Konjugaten inkubiert und nach Zugabe von MIB-1-Alexa 488 mit Einzelpulsen der angegebenen
Energien bestrahlt. Die Pl-Zugabe und Auswertung im Durchflusszytometer erfolgte nach 20
Stunden.
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3.3  Proteininaktivierung mit Hilfe von Nanopartikel-assistierter
Laserinaktivierung (NALI)

3.3.1 Proteininaktivierung in vitro

Die Auswirkung der Laserbestrahlung von Antikoérper-Goldkonjugaten auf ihr Zielprotein
sowie auf Kontroll-Proteine wurden zunédchst im Zelllysat untersucht. Als Zielprotein diente
das im Zellkern lokalisierte pKi-67. Goldpartikel mit einem Durchmesser von 15 nm wurden
mit dem gegen das Ki-67-Protein gerichteten MIB-1-Antikorper konjugiert und mit Zelllysat
der humanen Zervixkarzinom-Zelllinie HEp-2 inkubiert. Nach Bestrahlung mit 10 Pulsen von
je 1,5 Jem? wurden die Effekte mittels SDS-PAGE und darauffolgendem Westernblot
analysiert. Die Immundetektion des Ki-67-Proteins zeigt eine starke Abnahme der fir pKi-67
charakteristischen Doppelbande mit einem scheinbaren Molekulargewicht von 315/350 kDa
(Abb. 3.14, Spur 1), wenn das Lysat mit 15Au-MIB-1-Konjugaten inkubiert und anschlieRend
bestrahlt wurde. Ferner ist in im Bereich unterhalb von ca. 100 kDa eine Zunahme an
Reaktivitat im niedermolekularen Bereich zu erkennen.

Die Kontroll-Ansatze zeigen dagegen deutlich die fur pKi-67 charakteristischen
Doppelbanden (Abb. 3.14, Spuren 2 bis 4). Weder die Inkubation mit Goldpartikeln ohne
Laserbestrahlung, noch die Laserbestrahlung ohne vorherige Inkubation des Lysates mit den
entsprechenden Goldkonjugaten (Spuren 3 und 4), zeigen einen Einfluss auf die pKi-67-
Banden. Unter den Kontrollen ist vor allem der Ansatz hervorzuheben, indem das Lysat mit
anti-CD30-Goldpartikeln inkubiert und anschlieRend bestrahlt wurde. In Spur 2 ist kein
Einfluss auf die pKi-67-Doppelbande zu erkennen.
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Als zusatzliche Kontrolle fur die Spezifitat, wurde auf einem weiteren Immunoblot ebenfalls
das nukledre Protein Mini chromosome maintenance 3 (Mcm3; Alexandrow, 2002)
nachgewiesen. Wie in Abbildung 3.15 zu erkennen, erschien dabei die Mcm3-Bande bei 105
kDa auch nach Laserbestrahlung unverdndert. Um durch die Bestrahlung eventuell
entstandene Fragmente definierter GrolRe des Ki-67-Proteins nachzuweisen, wurden die
Proben erneut im Westernblot analysiert, der diesmal mit dem MIB-2-Antikdrper entwickelt
wurde, der im Gegensatz zu MIB-1 nur ein Epitop im Ki-67-Protein erkennt (Abb. 3.16). Wie
beim Nachweis mit MIB-1 verschwanden auch hier die pKi-67-Hauptbanden nach
Bestrahlung, die Lauffront erscheint leicht stérker, jedoch erscheinen keine zusatzlichen
definierten Banden. Auch durch den Nachweis des pKi-67 mit den Antikdrpern MIB-7, MIB-

21 und MIB-24 liel3en sich nach Laserbestrahlung keine zuséatzlichen Banden detektieren.
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Abb. 3.15 Laserbestrahlung von Zelllysat
(1,5 J/cm?, 10 Pulse) nach Inkubation mit

15Au-MIB-1. Die Mcm3-Bande bei 105 kDa wird
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Abb. 3.16 Laserbestrahlung von Zelllysat
(1,5J/cm2, 10 Pulse) nach Inkubation mit

15Au-MIB-1. Der Nachweis der Banden erfolgte
mit MIB-2. Die hochmolekularen pKi-67-Banden
verschwinden nach Laserbestrahlung, es sind
hier jedoch keine neu entstandenen Fragmente
erkennbar. Die Zahlen am linken Bildrand
geben die Positionen der GrélRenstandards an.

Um den Einfluss der Bestrahlung auf die Antikorper zu untersuchen, wurden 15Au-MIB-1-

Konjugate ohne Lysat bestrahlt, anschlieend geblottet und der Blot wurde mit anti-Maus-

Sekundarantikdrpern inkubiert. Abbildung 3.17 zeigt, dass die Intensitaten der Banden der

schweren (50 kDa) und leichten Ketten (25 kDa) nach Bestrahlung abnehmen, diese aber

nicht vollstandig verschwinden.
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Abb. 3.17 Nach Laserbestrahlung
1,5 J/cm?, 10 Pulse) erscheinen die
Banden der leichten und schweren
Ketten der 15Au-MIB-1-Konjugate
schwacher. Der Nachweis des MIB-1-
Antikorpers erfolgte durch einen
Ziege-anti-Maus-Sekundéarantikérper.
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an.
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3.3.2 Proteininaktivierung in lebenden Zellen

Nach invitro-Versuchen  zur  Proteininaktivierung  mit  Antikérper-gekoppelten
Goldnanopartikeln, sollte nun ihr Potential zur selektiven Beeinflussung von Proteinen in
lebenden Zellen untersucht werden. Hierzu wurden sowohl 6-nm- als auch 15-nm-
Goldpartikel mit den Antikérpern TuBB-9 und MIB-1 gegen pKi-67 gekoppelt. Um die
Lokalisation der Konjugate in lebenden HEp-2-Zellen zu tberpriifen, wurden die Konjugate
in das Zytoplasma der Zellen mikroinjiziert. Es wurde in frilheren Studien gezeigt, dass anti-
pKi-67-Antikorper vom Zytoplasma in den Zellkern wandern und dort die pKi-67-
Lokalisation aufweisen (Heyden, 1997; Bullwinkel, 2005). Zur spéteren ldentifizierung der
injizierten Zellen unter dem Fluoreszenzmikroskop, wurden die Konjugate zusammen mit
FITC-markiertem Dextran injiziert. Nach Injektion von 6 Au-TuBB-9, verblieb der Antikdrper
auch nach mehreren Stunden Inkubation im Zytoplasma und wandert in den meisten Zellen

nicht in die Nukleoli (Abb. 3.18 b, Pfeile). Im Zytoplasma der injizierten Zellen waren neben

FITC-Dextran anti-Maus-Alexa 647 Gold

Abb. 3.18 Lokalisation von 6Au-TuBB-9-Konjugaten nach Zytoplasma-Mikroinjektion in HEp-2-
Zellen. FITC-Dextran (a) wurde als Kontrolle fur die Mikroinjektion zusammen mit 6Au-TuBB-9
injiziert. Der Antikdrper TuBB-9 Ilasst sich mittels eines Ziege-anti-Maus-Alexa 647-
Sekundarantikérpers nachweisen (b). TuBB-9 verbleibt nach Injektion im Zytoplasma und zeigt
neben einer diffusen Verteilung eine Lokalisation in groRen punktférmigen Strukturen (Pfeile). Die
Farbung der Goldpartikel mit Silberverstarkungsreagenz lasst erkennen, dass die Goldpartikel
ebenfalls im Zytoplasma verbleiben und in denselben Spots kolokalisieren (c, Pfeile). Die Lage der
Nuklei wurde nach differentiellen Interferenzkontrast (DIK)-Aufnahmen bestimmt. Balken 10 pm.

einer diffusen Verteilung auch viele groRere punktformige Strukturen zu erkennen. Die
Goldpartikel verblieben ebenfalls im Zytoplasma und kolokalisierten hier mit dem TuBB-9-
Antikorper in denselben Strukturen (Abb.3.18c, Pfeile). Auch 24 Stunden nach
Mikroinjektion war kein Transport der Konjugate in den Zellkern zu beobachten. Im
Gegenteil nimmt die Groe der punktférmigen Strukturen zu, an denen die Konjugate
lokalisieren, und die diffuse Verteilung im Zytoplasma geht zuriick (Abb. 3.19). Da der
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Transport der Konjugate durch die Kernmembran nicht gelang, wurden die Konjugate direkt
in die Zellkerne der Zellen injiziert (Abb. 3.20). Doch auch hier zeigte sich, dass der TuBB-9
Antikorper diffus im Kern verteilt blieb und bis auf einige wenige Zellen nicht in den
Nukleoli lokalisierte. Auch die Goldpartikel zeigten eine diffuse Verteilung im Zellkern und
lokalisierten ebenfalls nicht in den Nukleoli (Abb. 3.20 c).

FITC-Dextran anti-Maus-Alexa 647 Gold

Abb. 3.19 Lokalisation von 6Au-TuBB-9-Konjugaten in HEp-2 Zellen 24 Stunden nach
Mikroinjektion in das Zytoplasma. FITC-Dextran (a) wurde als Kontrolle fur die Mikroinjektion
zusammen mit 6Au-TuBB-9 injiziert. Der Antikbrper TuBB-9 l&sst sich mittels eines Ziege-anti-
Maus-Alexa 647-Sekundéranantikérpers nachweisen (b). TuBB-9 verbleibt nach Injektion im
Zytoplasma und lokalisiert in grolen punktférmigen Strukturen (Pfeile). Nach Farbung der
Goldpartikel mit Silberverstarkungsreagenz ist zu erkennen, dass diese ebenfalls im Zytoplasma
verbleiben und in denselben Spots kolokalisieren (c, Pfeile). Die Lage der Nuklei wurde nach DIK-
Aufnahmen bestimmt. Balken 10 pm.

FITC-Dextran anti-Maus-Alexa 647

Abb. 3.20 Lokalisation von 6Au-TuBB-9-Konjugaten nach Kern-Mikroinjektion in HEp-2-Zellen.
FITC-Dextran (a) wurde als Kontrolle fir die Mikroinjektion zusammen mit 6Au-TuBB-9 injiziert.
Der Antikdrper TuBB-9 lasst sich mittels eines Ziege-anti-Maus-Alexa 647-Sekundaranantikdrpers
nachweisen (b). TuBB-9 bleibt nach Injektion diffus im Kern verteilt und lokalisiert nicht in den
Nukleoli (Pfeile). Nach Farbung der Goldpartikel mit Silberverstarkungsreagenz ist zu erkennen,
dass diese ebenfalls diffus im Kern verteilt bleiben und nicht in den Nukleoli lokalisieren (c, Pfeile),
die mit Silberverstarkungsreagenz geféarbten Goldpartikel erscheinen im Interferenzkontrast
schwarz. Die Lage der Nukleoli wurde nach DIK-Aufnahmen bestimmt. Balken 10 um.
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FITC-Dextran anti-Maus-Alexa 633

Abb. 3.21 Lokalisation von 15Au-MIB-1-Konjugaten nach Zytoplasma-Mikroinjektion in HEp-2-
Zellen. FITC-Dextran (a) wurde als Kontrolle fur die Mikroinjektion zusammen mit 15Au-MIB-1 in
das Zytoplasma injiziert. Der Antikérper MIB-1 lasst sich mit einem Ziege-anti-Maus-Alexa 633-
Antikdrper schwach in den Nukleoli nachweisen (b, dinne Pfeile). Vor allem befindet sind der
MIB-1-Antik6rper jedoch in groRen punktférmigen Strukturen aufllerhalb des Zellkerns (dicke
Pfeile). Die Farbung mit einem direktmarkierten MIB-1-Alexa 546-Antikdrper (c) zeigt die
Lokalisation des pKi-67 im Randbereich der Nukleoli und diffus im Zellkern verteilt. Balken 10 pm.

Mit MIB-1-Goldkonjugaten konnte nach Mikroinjektion ebenfalls keine Lokalisation an den
Zielstrukturen beobachtet werden. Wurden die Konjugate in das Zytoplasma der Zellen
mikroinjiziert, verblieben der MIB-1-Antikdrper (Abb. 3.21) sowie die Goldpartikel im
Zytoplasma und kolokalisierten hier ebenfalls in den meisten Zellen in punktférmigen
Strukturen. MIB-1 liel sich jedoch zusétzlich auch schwach in den Nukleoli nachweisen.
Nach Bestrahlung mit dem Nanosekundenlaser (20 Pulse mit je 1,5 J/icm?), waren die
punktférmigen Strukturen im Zytoplasma nicht mehr zu erkennen, die Farbung in den
Nukleoli blieb jedoch erhalten (Abb. 3.22). Dies spricht wie die Farbung der Goldpartikel mit
Silberverstarkungsreagenz daflr, dass der in den Nukleoli lokalisierende Antikérper vom
Gold losgelost vorliegt. Die Versuche wurden flr beide Antikdrper mit 6-nm- und 15-nm-

Goldpartikeln durchgefihrt und fhrten zu vergleichbaren Ergebnissen.
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FITC-Dextran anti-Maus-Alexa 633 MIB-1

Abb. 3.22 Mit 15Au-MIB-1-Konjugaten mikroinjizierte HEp-2-Zellen nach Laserbestrahlung
(1,5 J/cm?, 20 Pulse). Die Verteilung des FITC-Dextran (a) lasst erkennen, dass es sich bei der
linken Zelle um eine Kern- und bei der rechten Zelle um eine Zytoplasma-injizierte Zelle handelt.
Der Antikérper MIB-1 der injizierten 15Au-MIB-1 Konjugate lasst sich mit einem Ziege-anti-Maus-
Alexa 633-Antikdrper auch nach Bestrahlung schwach in den Nukleoli nachweisen (b, Pfeile). MIB-1
kommt jedoch nicht mehr in den grof3en punktférmigen Strukturen auflerhalb des Zellkerns vor.
Die Farbung mit einem direktmarkierten MIB-1-Alexa 546-Antikdrper (c) zeigt die Lokalisation des
pKi-67 im Randbereich der Nukleoli. Balken 10 pm.

Um eine mdgliche Rolle des pKi-67 bei der Synthese der ribosomalen RNA (rRNA) in den
Nukleoli zu untersuchen, wurde in den mikroinjizierten und bestrahlten Zellen die RNA-
Synthese nachgewiesen. Dabei konnte bei schwacherer Bestrahlung (0,5 bis 1 J/cm?) kein
Einfluss festgestellt werden. Ab einer Bestrahlungsdosis von 1,5 J/lcm? wurde die RNA-
Synthese im gesamten Zellkern inhibiert (Abb. 3.23 b). Es konnte jedoch keine spezifische
Inhibierung der rRNA-Synthese in den Nukleoli beobachtet werden.

Anti-Maus-Alexa 488 RNA-Synthese
5

Abb. 3.23 Laserbestrahlung von HEp-2-Zellen nach Mikroinjektion der 6Au-TuBB-9-Konjugate,
fuhrt zu Inhibierung der RNA-Synthese. Der mit einem Ziege-anti-Maus-Alexa 488 nachgewiesene
TuBB-9-Antikérper ist nach ns-Laserbestrahlung von 1,5 J/cm? diffus im Zellkern verteilt (a). Die
Farbung der RNA-Synthese (b) lasst erkennen, dass in den mikroinjizierten Zellen die RNA-
Synthese nach Laserbestrahlung im gesamten Zellkern inhibiert ist. Balken 10 pm.
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3.4  Proteininaktivierung mit Hilfe von Chromophor-assistierter
Laserinaktivierung (CALI)

3.4.1 Proteininaktivierung in vitro

Wie mit den Goldnanopartikeln wurden die Untersuchungen zur selektiven
Proteininaktivierung mit Hilfe von CALI zun&chst in HEp-2-Zelllysat durchgefihrt. Die
gegen pKi-67 gerichteten Antikérper MIB-1 und TuBB-9 wurden jeweils mit dem
Fluoresceinderivat FITC, sowie dem Fluoreszenzfarbstoff Alexa Fluor 488 konjugiert. Um
die Ergebnisse mit den verschiedenen Antikérperkonjugaten auch quantitativ mit einander
vergleichen zu konnen, wurden Antikérper mit ahnlicher Anzahl von Fluoreszenzmolekilen
verwendet.

Die Fluoreszenzfarbstoffe FITC und Alexa 488 unterscheiden sich stark in ihrer
Photostabilitat  (Abbildung 3.24). Schon nach einer Bestrahlung von 150 J/cm?
(Bestrahlungsdauer 5 min) ging die Fluoreszenzintensitdt des FITC auf 15% des
Ausgangswertes zuriick. Danach fiel sie allmahlich gegen Null. Bei der Alexa Fluoreszenz
war im Gegensatz dazu eine weitaus langsamere Abnahme der Fluoreszenzintensitat zu
beobachten. Auch bei einer Bestrahlungsdosis von 1020 J/cm? (Bestrahlungsdauer 34 min)

betrug diese noch 75 % des Ausgangswertes.
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Abb. 3.24 Riuckgang der Fluoreszenzintensitat bei 488 nm der Fluoreszenz-Antikdrper-konjugate
TuBB-9-FITC und TuBB-9-Alexa 488 nach Bestrahlung mit dem Argonlaser bei 500 mW/cm?.
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Die fluoreszenzmarkierten Antikérper wurden mit Zelllysat der Zelllinie HEp-2 inkubiert und
anschlieBend mit dem cw-Argonlaser bei 500 mW/cm? fir 15 min bestrahlt. In den
unbestrahlten Ansétzen zeigte der Westernblot deutlich die fiir pKi-67 charakteristische
Doppelbande mit einem scheinbaren Molekulargewicht von 315/350 kDa (Abb. 3.25, Spuren
1 bis 5).

Nach Bestrahlung war die urspriingliche pKi-67-Doppelbande nicht mehr erkennbar (Spuren
6-9). Es war jedoch eine zusatzliche Reaktivitat im hohermolekularen Bereich sichtbar,
einschlieBlich zweier, schwacher distinkter Banden, die in Abbildung 3.25 durch Sternchen
am rechten Bildrand markiert sind. Im Westernblot sind kaum Unterschiede zwischen den mit
TuBB-9 und den mit MIB-1 inkubierten Proben erkennbar (vgl. Spuren 6, 7 mit Spuren 8, 9).
Die beschriebenen Effekte nach Laserbestrahlung traten, trotz der unterschiedlichen
Photostabilitat, in ahnlicher Weise sowohl mit den FITC-, als auch mit den Alexa Fluor 488
konjugierten Antikorpern auf.

Zur Kontrolle fur die Spezifitat dieser Effekte wurden in den Proben darlber hinaus die
nukledren Proteine Mini-chromosome maintenance 3 (Mcm3) und upstream binding factor
(UBF) nachgewiesen. Deutlich zu erkennen ist, dass die Mcm3-Bande mit einem scheinbaren
Molekulargewicht von 105 kDa nach der Bestrahlung erhalten bleibt. In den bestrahlten
Proben war jedoch zusatzlich eine schwache Bande mit einem scheinbaren Molekulargewicht
von etwa 115 kDa nachweisbar (Abb. 3.25, Spuren 6 bis 9).

Der fir den Blot verwendete Sekundarantikorper erkannte auler dem Mcm3-Primérantikorper
auch die urspriinglich fur die CALI Behandlung eingesetzten MIB-1- und TuBB-9-
Antikorper. In Abbildung 3.25 sind bei ca. 50 kDa die schweren Ketten dieser Antikdrper zu
erkennen. In den bestrahlten Proben erschienen diese Banden schwécher (Spuren 6 bis 9). Das
zweite Kontrollprotein, UBF, ist ein Transkriptionsfaktor fir die RNA Polymerase 1 (RNA
Pol I) und notwendig fir die Transkription der ribosomalen RNA Gene (rDNA) (Bell et al.,
1988). Wie Mcm3, blieb auch die charakteristische UBF-Doppelbande bei 94 und 97 kDa
nach der CALI-Behandlung gegen pKi-67 erhalten. Die bestrahlten Proben zeigten zusatzlich

aber eine Reaktivitédt im Bereich oberhalb von 150 kDa.
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Abb. 3.25 CALI-Effekte in vitro. HEp-2-Zelllysat wurde mit fluoreszenzmarkierten Antikoérpern
inkubiert wie oberhalb der Bahnen angegeben (A: Alexa 488-markiert; F: FITC-markiert) und im
Immunoblot analysiert vor (Spuren 1-5) und nach (Spuren 6-9) Bestrahlung mit dem Argonlaser
bei 500 mW/cm? fuir 15 min. (a) Nachweis von pKi-67 mit dem MIB-1-Antikorper, (b) Nachweis des
Mcm3-Proteins, (c) Nachweis von UBF. Die Zahlen am linken Bildrand geben die Positionen der
GroRenstandards an. Doppelpfeile markieren die charakteristischen pKi-67-Hauptbanden und die
UBF-Doppelbande. Nach Bestrahlung ist fur pKi-67 und UBF eine Reaktivitdt im héhermolekularen
Bereich erkennbar. Die Hauptbanden von Mcm3 und UBF sind nach CALI gegen pKi-67 noch

deutlich erkennbar.
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3.4.2 Proteininaktivierung in lebenden Zellen

Um die Wirkung der Fluoreszenz-Antikorperkonjugate auf ihre Zielproteine nach Bestrahlung
in lebenden Zellen untersuchen zu kdénnen, wurden die Konjugate in HEp-2- Zellkerne
mikroinjiziert. Wie auch in den in vitro Versuchen wurden die beiden anti-pKi-67 Antikorper
TuBB-9 und MIB-1 verwendet, jeweils mit den Fluoreszenzfarbstoffen FITC und Alexa Fluor
488 konjugiert. Abbildung 3.26 zeigt die Lokalisation der Antikdrperkonjugate eine Stunde
nach Kernmikroinjektion. Der MIB-1-Antikorper farbte in den Zellen den Rand der Nukleoli,
wéhrend TuBB-9 in der Mehrzahl der Zellen in Punkten innerhalb der Nukleoli lokalisierte.
Diese Verteilung entspricht im Wesentlichen den zuvor beschriebenen Farbemustern des Ki-
67-Proteins mit den entsprechenden Antikérpern (Heyden, 1997; Bullwinkel, 2005). Es
konnte daher davon ausgegangen werden, dass die mikroinjizierten Antikorper in lebenden
Zellen an ihr Antigen binden und dessen raumliche Verteilung nicht entscheidend verandern.
Nach Bestrahlung mit Fluoreszenzlicht am Mikroskop kam es in den meisten Zellen zu einer
ausgepragten Umverteilung des Ki-67-Proteins. Der FITC-markierte TuBB-9-Antikorper
lokalisierte nach einer Bestrahlung von 90s in ca. 70% der Zellen in punktférmigen
Strukturen am Rande der Nukleoli und teilweise auch im Nukleoplasma. Der Vergleich
zwischen unbestrahlten (Abb. 3.27 a) und bestrahlten Zellen (Abb. 3.27 d) zeigte dies
deutlich. Auch bei UBF kam es nach Bestrahlung zu einer Umverteilung in dieselben
punktférmigen Strukturen wie pKi-67 (vgl. Abb. 3.27 b mit e). Interessanterweise zeigt der
Nachweis der RNA-Synthese mit 5°-FU, dass nach Bestrahlung die in den Nukleoli
stattfindende rRNA-Synthese in den mikroinjizierten Zellen inhibiert ist, wahrend die RNA-
Synthese auf3erhalb der Nukleoli kaum beeinflusst wurde (Abb. 3.27 f). Die rRNA-Synthese
nicht injizierter Zellen wurde durch die Bestrahlung nicht beeintrachtigt (vergl. Abb. 3.27 f
mit d).
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Abb. 3.26 Lokalisation der Fluoreszenz-Antikdrperkonjugate in lebenden Zellen (HEp-2) 1 h nach
Kern-Mikroinjektion. TuBB-9-FITC (a) und TuBB-9-Alexa 488 (c) farben punktférmige Strukturen
innerhalb der Nukleoli. MIB-1-FITC (e) und MIB-1-Alexa 488 (g) farben den aufleren Bereich der

Nukleoli. b, d, f, h zeigen jeweils die entsprechenden DIK-Aufnahmen, in denen die Lage des
Zellkerns und der Nukleoli zu erkennen ist. Balken 5 pm.
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TuBB-9-FITC UBF RNA-Synthese

Abb. 3.27 CALI mit FITC-markiertem TuBB-9-Antikdrper gegen pKi-67 fuhrt zur Umverteilung von
nukleolaren Proteinen und zur Inhibierung der nukleoldren rRNA-Synthese. In unbestrahlten HEp-
2-Kontroll-Zellen (a-c) lagert sich der mikroinjizierte TuBB-9-FITC-Antikdrper (a) in punktférmigen
Strukturen innerhalb der Nukleoli an (ein Nukleolus rot umrandet in a-f) und kolokalisiert hier mit
UBF (b). Im Gegensatz hierzu zeigen Zellen die 90 s mit 570 mW/cm? bestrahlt wurden (d-f), eine
deutlich erkennbare Umverteilung des mikroinjizierten Antikorpers zu grof3eren Punkten innerhalb
des Kerns (d). Auch UBF kolokalisiert nach Bestrahlung vollstandig in diesen Strukturen (e).
Wahrend Kontroll-Zellen eine ausgepragte RNA-Synthese sowohl im Nukleoplasma als auch in den
Nukleoli zeigen (c), fuhrt die Bestrahlung von mikroinjizierten Zellen zu einer volistdndigen
Inhibierung der nukleoldaren rRNA-Synthese, wéahrend die RNA-Synthese im Nukleoplasma
weitgehend unbeeintréchtigt bleibt (f). In der DIK-Aufnahme (g) ist die Lage der Zellkerne und der
Nukleoli in den bestrahlten Zellen zu erkennen. Balken 10 um.
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Abb. 3.28 Umverteilung des mikroinjizierten TuBB-9-FITC und von UBF nach einer Bestrahlung
von 90s (570 mJ/cm?). Der Antikérper TuBB-9-FITC lokalisiert in Punkten am Rande der Nukleoli
(a, Pfeil) oder im Nukleoplasma (Pfeilkopf); oft formen sich gréRere Komplexe (e, Pfeile). UBF
kolokalisiert nach Bestrahlung in denselben Strukturen (b, f). Dies wird besonders deutlich in der
Uberlagerung von TuBB-9-FITC (griin) und UBF (rot) (c, g), wobei kolokalisierende Bereiche gelb

erscheinen. Balken 5 pm.
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Abbildung 3.28 zeigt die Umverteilung und Kolokalisation von pKi-67 und UBF nach
Bestrahlung in hoherer VergroRerung. Zu erkennen ist die Lokalisation von pKi-67 und UBF
in punktformigen Strukturen am Rande der Nukleoli (Pfeile, Abb.3.28 a-d) und im
Nukleoplasma (Pfeilkdpfe, a-d). In einigen Zellen kam es zur Umverteilung in groRere
Komplexe am Rande der Nukleoli (Pfeile, e-h).

Um zu uberprifen, ob es nach CALI zu einer generellen Umverteilung nukleolarer Proteine
kommt, wurde in den bestrahlten Zellen die Lokalisation des Fibrillarins untersucht.
Fibrillarin befindet sich in den sogenannten. dense fibrillar components (DFC) der Nukleoli
und ist an der frihen rRNA-Prozessierung beteiligt (Ochs et al., 1985, Biggiogera et al., 2001,
Hernandez-Verdun und Roussel, 2003). Abb. 3.29 zeigt, dass CALI mit dem TuBB-9-
Antikorper unter den gewahlten Bedingungen keinen Einfluss auf die Fibrillarin-Lokalisation

hat, wéhrend die RNA-Synthese in den Nukleoli spezifisch gehemmt ist.

TuBB-9-FITC Fibrillarin RNA-Synthese

Abb. 3.29 Nach CALI mit FITC-markiertem TuBB-9-Antikdrper bleibt in den Nukleoli die Fibrillarin-
Lokalisation erhalten (b) wahrend hier die RNA-Synthese gehemmt ist (c). Der Zelle am linken
Bildrand wurde in das Zytoplasma injiziert, Tubb-9-FITC lokalisiert hier nicht in den Nukleoli (a,
dunne Pfeile). Die Zelle zeigt die nukleolare Fibrillarin-Lokalisation (b). Die RNA-Synthese findet in
dieser Zelle im gesamten Kern statt (c). Der Zelle am rechten Bildrand wurde in den Zellkern
injiziert, TuBB-9-FITC zeigt die typische Lokalisation nach CALI in punktférmigen Strukturen am
Rande der Nukleoli (a, dicke Pfeile). Auch hier bleibt die Fibrillarin-Lokalisation erhalten (b),
wahrend die RNA-Synthese in den Nukleoli gehemmt ist (c). Bestrahlung 15 min bei 570 mJ/cm?.
Balken 10 pm.

Wurde der TuBB-9-Antikorper mit Alexa Fluor 488 konjugiert, konnte in entsprechenden
Experimenten ebenfalls eine spezifische Inhibierung der rRNA-Synthese in den Nukleoli
erreicht werden (Abb. 3.30). Die Bestrahlungsdauer musste bei den Alexa-Konjugaten jedoch
10- bis 15-fach erhoht werden, um die gleichen Effekte wie bei den FITC-Konjugaten
hervorzurufen. Auch hier kam es in der Mehrzahl der Zellen zu einer Umverteilung von

pKi-67 und auch UBF in punktformige Strukturen am Rande der Nukleoli, deren
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Kolokalisation gut in der Uberlagerung der Farbungen in Abbildung 3.30 ¢ zu erkennen ist.
Mit den Alexa-Konjugaten konnte wie mit den FITC-Konjugaten eine Inhibierung der rRNA-
Synthese in den Nukleoli beobachtet werden, wahrend die RNA-Synthese im umgebenden
Nukleoplasma kaum beeintrachtigt wurde (Abb. 3.30 d).

TuBB-9- UBF
Alexa488

TuBB-9- RNA-
Alexa488 Synthese
/ UBF

Abb. 3.30 Nach einer Bestrahlung von 15 min am Fluoreszenzmikroskop (570 mJ/cm?) zeigt auch
der mikroinjizierte TuBB-9-Alexa488 eine Umverteilung in grolRe punktférmige Strukturen am
Randbereich der Nukleoli (a). UBF zeigt ebenfalls diese Umverteilung und kolokalisiert nach
Bestrahlung in denselben Strukturen (b). Dies wird insbesondere an der Gelb-Farbung in der
Uberlagerung der Aufnahmen deutlich (c), TuBB-9-Alexa 488 ist hier griin und UBF rot dargestellt.
Deutlich zu erkennen ist, dass die rRNA-Synthese in den Nukleoli der mikroinjizierten Zellen
inhibiert wurde, wahrend die RNA-Synthese im umgebenden Nukleoplasma kaum beeintrachtigt ist
(d). Balken 10 um.

Der MIB-1-Antikorper wurde ebenfalls sowohl an FITC als auch an Alexa Fluor 488
gekoppelt und in den Kern von HEp-2-Zellen mikroinjiziert. Weder mit den FITC noch mit
den Alexa Fluor 488-Konjugaten kam es zu einer spezifischen Inhibierung der nukleoldren
rRNA-Synthese unter den entsprechenden Bestrahlungsbedingungen. Abbildung 3.31 a zeigt
unbestrahlte Zellen nach MIB-1-FITC-Kerninjektion. Zu erkennen ist die fur MIB-1 typische
Lokalisation am Rande der Nukleoli, UBF liegt in punktférmigen Strukturen innerhalb der
Nukleoli vor und die RNA-Synthese findet im gesamten Zellkern statt (Abb. 3.31 a-c). Nach

Bestrahlung erschien das MIB-1-Muster unverandert. Im Gegensatz zu TuBB-9-vermittelter
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CALI zeigte hier UBF keine Umverteilung und die RNA-Synthese innerhalb der Nukleoli
wurde nicht beeintrachtigt (Abb. 3.31 d-f).

MIB-1-FITC UBF RNA-Synthese

Abb. 3.31 CALI mit FITC-markiertem MIB-1-Antikdrper fuhrt nicht zu einer Umverteilung des
Antikdrpers und hat keinen Einfluss auf die rRNA-Synthese. In unbestrahlten HEp-2-Kontroll-Zellen
(a-c) lagert sich der mikroinjizierte Antikdrper (a) vor allem in den Randbereichen der Nukleoli an
(ein Nukleolusbereich ist rot umrandet in a-f), UBF liegt in punktférmigen Strukturen innerhalb der
Nukleoli vor (b) und die RNA-Synthese findet im gesamten Nukleus statt (c). Nach einer
Bestrahlung von 90 s am Fluoreszenzmikroskop (570 mJd/cm?) ist keine Umverteilung von MIB-1-
FITC (d) und UBF (e) oder ein Einfluss auf die rRNA-Synthese (f) erkennbar. Balken 10 pm.

Um die Ergebnisse zu quantifizieren, wurden die Farbemuster von mikroinjizierten und
bestrahlten Zellen nach Farbung der RNA-Synthese von zwei Personen unabhangig
voneinander ausgezahlt. Dabei wurde unter den kerninjizierten Zellen einerseits der Anteil der
Zellen ermittelt, bei dem die RNA-Synthese in den Nukleoli unterdriickt war, die Synthese im
umgebenden Nukleoplasma jedoch erhalten blieb und andererseits der Anteil der Zellen, der
im gesamten Kern keine RNA-Synthese zeigte. Zur Kontrolle wurden die
Antikorperkonjugate MIB-1-FITC und ACT-1-Alexa 488 in HEp-2-Zellen mikroinjiziert und
derselben CALI-Behandlung unterzogen. Die Mittelwerte der jeweils drei Auszahlungen sind

in Abbildung 3.32 dargestellt. Eine Bestrahlungsdosis von 30 J/cm? - dies entspricht einer
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Abb. 3.32 Hemmung der RNA-Synthese nach CALI-Behandlung. In die Zellkerne von HEp-2 Zellen
wurden die angegebenen Fluoreszenzkonjugate injiziert. Bei der Erfassung der RNA-Synthese
wurde zwischen Hemmung der RNA-Snthese in den Nukleoli und Hemmung im gesamten Kern
unterschieden.

Bestrahlungszeit von einer Minute mit dem 20-fach Objektiv - reichte bei den TuBB-9-FITC-
Konjugaten (Abb. 3.32 a) bereits aus, um bei ca. 70 % der Zellen die RNA-Synthese in den
Nukleoli zu inhibieren. Der Anteil der Zellen ohne RNA-Synthese im gesamten Kern lag hier
bei unter einem Prozent. Bei einer Erhohung der Bestrahlungsdosis nahm der Anteil der
Zellen ab, bei dem ausschliellich die rRNA-Synthese der Nukleoli inhibiert wurde, wéahrend
der Anteil der Zellen mit einer Hemmung der RNA-Synthese im gesamten Kern stark
zunahm.

Entsprechende Experimente mit den TuBB-9-Alexa 488-Konjugaten (Abb. 3.32 b) zeigten
bei einer Bestrahlungsdauer von 5 min (Bestrahlungsdosis 150 J/cm?) einen Anteil von ber
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20 % der Zellen ohne rRNA-Synthese in den Nukleoli. Dieser Wert stieg bei Erhéhung der
Bestrahlungsdauer auf 15 min (450 J/cm?) auf ca. 60 % an. Gleichzeitig kam es jedoch auch
hier zu einem Anstieg der Zellen mit vollstandigem Verlust der RNA-Synthese auf Uber
20 %. Wie bei den FITC-Konjugaten fiihrte eine weitere Erhthung der Bestrahlungsdosis zu
einer Abnahme des Anteils der Zellen mit ausschlieBlicher Hemmung der nukleoldren rRNA-
Synthese, wahrend die Hemmung der RNA-Synthese im gesamten Nukleus weiter anstieg.

Die Kontrollen MIB-1-FITC und ACT-1-Alexa 488 zeigten mit steigender Bestrahlungsdosis
eine mit den jeweiligen TuBB-9-Konjugaten vergleichbare Zunahme der Zellen mit
inhibierter RNA-Synthese im gesamten Kern. Eine kennzeichnende Zunahme der nur auf die

Nukleoli bezogenen Hemmung der RNA-Synthese war hier nicht zu beobachten.
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4 Diskussion

Ziel der vorliegenden Arbeit war ein Vergleich zwischen Nanopartikel- und Chromophor-
vermittelten Effekten unter Bestrahlung auf Zellen und Proteine. Dabei sollte die
Verwendungsmaoglichkeit fir eine Funktionsanalyse des Ki-67-Proteins untersucht werden.
Die Ergebnisse der Nanopartikel-vermittelten Effekte werden in den Kapiteln 4.1 bis 4.3 und

die der Chromophor-vermittelten Effekte in den Kapiteln 4.4 bis 4.7 diskutiert.

4.1  Wirkung von NALI auf Proteine in vitro

Die Versuche zur Proteininaktivierung mit Hilfe von Antikdrper-Goldkonjugaten im Zelllysat
zeigten nach Laserbestrahlung deutlich eine Fragmentierung des Zielproteins Ki-67 in
kleinere Bruchstiicke. NALI mit 15Au-MIB-1 fuhrte nicht nur zu einer Zerstérung des MIB-
1-Epitops, wie der Verlust der pKi-67-Hauptbanden auch im Nachweis mit verschiedenen
Antikdrpern in Immunoblots nach Lyastbestrahlung zeigte. Dabei wurden Antikorper
verwendet, die Epitope an unterschiedlichsten Stellen des Ki-67-Proteins erkennen. Es konnte
flir die Fragmentierung keine Préferenz flr Proteinbruchstiicke bestimmter GroRen festgestellt
werden. Eine derartige Zerstérung der Proteinstruktur l&sst weniger auf thermische
Denaturierung, sondern vielmehr auf mechanische Zerstérung durch Kavitationsblasen als
Ursache schlieRen. Die eingesetzten Bestrahlungen von 1,5 Jicm®  lassen
Temperaturerhéhungen von tber 2000 K auf der Partikeloberflache erwarten (Radt, 2002).
Demzufolge wird schon wéhrend des Pulses eine Temperatur oberhalb des spinodalen
Punktes von Wasser erreicht. Dies fiihrt zu explosiver Verdampfung und der Bildung von
rasch expandierenden Blasen, die nach Abkuhlung wieder in sich zusammenfallen. Derartige
Phéanomene wurden auch um laserbestrahlte, einige Mikrometer grofle Melanosomen mit

Hilfe von Kurzzeitphotographie beobachtet (Neumann und Brinkmann, 2005), lielen sich
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aber bei Nanopartikeln wegen mangelnder Auflésung nicht direkt nachweisen. Ein indirekter
Nachweis war jedoch mit thermischer Mikroskopie (Lapotko und Lukianova, 2005) oder
zeitaufgeldster Rontgenstreuung maoglich. Die erzeugten Blasen besitzen einen Durchmesser
im Nanometerbereich (Kotaidis und Plech, 2005; Kotaidis et al. 2006). Das Entstehen der
Blase wéhrend des Laserpulses flhrt zu einer Entkopplung des erhitzten Partikels von der
umgebenden Flussigkeit. Dies begrenzt wahrscheinlich die Blasengrolie, wie Experimente mit
Mikrometerpartikeln nahe legen (Neumann und Brinkmann, 2006). Deshalb sind selbst bei
hohen Bestrahlungen die Blasen kleiner als die mit ca. 500 nm begrenzte Auflésung der
kurzzeitphotographischen Aufnahmen dieser Arbeit. Die geringe Grolie dieser Blasen hat
auch eine enge Beschrankung der Schadensreichweite zur Folge. Der Wirkradius scheint fir
eine selektive Proteininaktivierung ausreichend lokal begrenzt zu sein. Dies zeigt auch der
Nachweis des pKi-67 im Zelllysat, das vor der Bestrahlung mit 15Au-Berh2-Konjugaten
inkubiert wurde. NALI mit 15Au-Berh2-Konjugaten zeigte keine Beeinflussung der pKi-67-
Hauptbanden im Immunoblot. Die Konzentration der 15Au-BerH2-Konjugate (1,26 - 10*
Partikel/ml Lysat) war mit der der 15Au-MIB-1-Konjugate (1,47 - 10" Partikel/ml Lysat)
vergleichbar. Der mittlere Abstand der Konjugate betrug bei diesen Konzentration ca.
400 nm, d.h. dass die Prazision der Effekte deutlich unter diesem Wert liegt. Die Spezifitat
der NALI-Effekte konnte auch durch den Nachweis des nicht zerstérten Mcma3-Proteins im
bestrahlten Zelllysat nach pKi-67-NALI demonstriert werden. In derselben Versuchsreihe
zeigt der Nachweis des MIB-1-Antikorpers, der an die Goldpartikel konjugiert war, nach
Bestrahlung eine Schwachung der Banden im Immunoblot. Die Tatsache, dass die
Antikdrperbanden nicht vollstandig verschwinden, ist sehr wahrscheinlich auf freie MIB-1
Antikorper zurtickzufuhren, die sich von den Goldpartikeln abgel6st haben. Eine gewisse
Abldsung von Proteinen von der Goldpartikeloberflache konnte fur Alkalische-Phosphatase-
(AP)-Goldkonjugate in anderen Experimenten nach Bestimmung der AP-Aktivitat im
Uberstand zentrifugierter Konjugatlosung nachgewiesen werden (Dr. Gereon Hiittmann,
Institut fur biomedizinische Optik, Universitadt Libeck, personliche Mitteilung). Versuche
zum Wirkradius laserbestrahlter Goldpartikel, in denen Enzyme mit AntikOrpern in einem
gewissen Abstand von der Oberflache an Goldpartikel gebunden wurden, zeigten mit
zunehmendem Abstand zu den Goldpartikeln einen schnellen Abfall der Wirkung auf
Proteine (Radt, 2002; Pitsillides et al., 2003). Auch die vorliegenden Ergebnisse sprechen
dafiir, dass laserbestrahlte Goldpartikel prinzipiell in der Lage sind, Proteine mit hoher
Selektivitat zu inaktivieren. Besonders grofle Proteine wie pKi-67 kdnnen dabei komplett

zerstort werden.
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4.2  Selektive Zellschadigung mit Hilfe von NALI

Die Untersuchungen dieser Arbeit zeigten nach Laserbestrahlung von Goldnanopartikeln eine
Schédigung von Zellen mit hoher Selektivitat. Die Mdglichkeit laserbestrahlte Goldpartikel
zur Zellinaktivierung einsetzen zu konnen, wurde zuerst von Radt (2002) gezeigt. Mit
Antikorper-Goldkonjugaten von 15 nm Durchmesser konnten selektiv. Tumorzellen
geschadigt werden. Pitsillides et al. (2003) zeigten Zellschadigung mit Antikorper-
konjugierten 0,83-um-Eisenoxidpartikeln sowie mit 30-nm-Goldpartikeln. Mit Hilfe der
Eisenoxidpartikel konnten bis zu 80 % der Zellen zerstort werden. Die Goldpartikelkonjugate
fihrten bei Bestrahlungen von 100 Laserpulsen (0,5 J/cm?) bei 95 % der Zellen zum Verlust
der Vitalitat. Zharov et al. (2005) zeigten die Eliminierung von Bakterien (Staphylococcus
aureus) mit 40-nm-Antikdérper-Goldkunjugaten. Dabei konnte die 30-40 nm dicke Zellwand
der Bakterien mit Clustern aus mehreren Partikeln zerstort werden.

In vorliegender Arbeit konnte die Selektivitdt der Zellschadigung mit verschiedenen
Zelllinien und unterschiedlichen Zielproteinen zur Goldkonjugatbindung demonstriert
werden. Priméres Ziel bei den durchgefiihrten Experimenten war die Zellmembran, an die die
Nanopartikel gebunden wurden. Bei der zur Schadigung notwendigen Bestrahlung ist mit der
Bildung von Kavitationsblasen, die eine mechanische Zerstoérung der Zellmembranen
bewirken konnen, zu rechnen. Hierflr spricht auch die unmittelbar nach Bestrahlung
einsetzende Permeabilisierung.

Die Selektivitat Nanopartikel-vermittelter Zellschadigung wurde in Mischkulturexperimenten
gezeigt, bei denen der theoretische Abstand zwischen den Zellen 21,5 um vom Mittelpunkt
einer Zelle zum Mittelpunkt der Benachbarten betrug. Es ist jedoch davon auszugehen, dass
die Zellen wahrend des Verfahrens, das insgesamt mehrere Minuten dauerte, am Boden des
Bestrahlungstragers sedimentierten und sich aufgrund dessen in direktem Kontakt befanden.
Fur die Vermeidung unspezifischer Zellschadigung war eine Entfernung ungebundener
Konjugate durch Zentrifugation nicht notwendig. Die Versuche mit Lymphozyten
(Konzentration: 10° Zellen/ul), denen 5% L-428-Zellen zugesetzt wurden, zeigten die
Maoglichkeit auch kleine Sub-Zellpopulationen mit Hilfe von laserbestrahlten Nanopartikeln
zu schédigen. Unter den CD30-positiven Zellen waren nach Bestrahlung noch 4 % nicht
eindeutig als tot bestimmbar. Die Abnahme vitaler CD30-negativer Zellen von 98,7 % auf
93,4 % ist wahrscheinlich auf die hohe Bestrahlung mit 20 Pulsen zuriickzuftihren. L-428-

Zellen zeigten in Abwesenheit von Goldkonjugaten bei Erhohung der Pulsanzahl ebenfalls
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eine Zunahme geschadigter Zellen. Fur eine Schonung benachbarter Zellen bei gleichzeitiger
effektiver Schadigung der Zielzellen ist eine mehrmalige NALI-Behandlung bei niedrigerer
Energie daher wahrscheinlich vorteilhaft.

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit stehen im Einklang mit einer kurzlich erschienenen
Publikation von Lapotko et al. (2006), die ebenfalls eine sehr selektive Goldnanopartikel-
vermittelte Zellschadigung zeigen. Hierdurch konnte eine Tumorzelllinie nach Inkubation mit
30-nm-Goldpartikeln und anschlieRender Bestrahlung mit 5 J/cm? vollstandig geschadigt
werden. Lymphoblasten in einer Mischkultur mit Stammzellen konnten selektiv geschadigt
werden, wobei der lebend-Anteil der umgebenden Zellen um 16 % abnahm.

Durch die Moglichkeit Zellen mit groRer Selektivitat zu eliminieren und dabei umgebende
Zellen nicht gravierend zu beeinflussen, erscheint die Frage nach einer Anwendung im
wissenschaftlichen oder klinischen Bereich interessant.

Eine Anwendung der selektiven Zelleliminierung ist u.a. bei der Aufreinigung von
Zellkulturen von aus embryonalen Stammzellen (ES-Zellen) hervorgegangenen
Vorlauferzellen denkbar. Bei der Differenzierung von ES-Zellen z.B. zu neuronalen
Vorlauferzellen kdnnen verbleibende pluripotente Zellen auch zu anderen Vorl&uferzellen
differenzieren und die Kultur verunreinigen. Dies konnte durch eine gezielte Negativ-
Selektion der pluripotenten Zellen Gber Antikdrper-Goldkonjugate gegen Oberflachenmarker
verhindert werden.

Eine Anwendung im Kklinischen Bereich wére bei der autologen Knochenmarkspende
denkbar, die bei der Behandlung von Leukamien oder malignen Lymphomen eingesetzt wird.
Eigenes Knochenmark des Patienten konnte ex vivo mit Hilfe von laserbestrahlten
Antikorper-Goldkonjugaten von Tumorzellen befreit werden und dem Patienten nach
erfolgter Chemotherapie zuricktransplantiert werden. Dies wiurde als Alternative zur
Fremdspende das Problem der GewebeabstolRung und die hiermit verbundene Schwierigkeit
der Ausfindung eines geeigneten Spenders eriibrigen. Bei einer Anwendung der Goldpartikel
im lebenden Organismus stellen sich eine Vielzahl weiterer Fragen zur Toxizitat oder der
Lokalisation der Partikel im Korper, die nicht Gegenstand dieser Arbeit sein sollen. Erste
Erfahrungen in Kklinischen Studien tber den Einsatz von eisenoxidhaltigen Nanopartikeln zur
thermischen Zerstérung von Tumorgewebe mit Hilfe eines magnetischen Wechselfeldes sind
in diesem Zusammenhang duferst interessant (Jordan et al., 1996; Johannsen et al., 2005;
Plotkin et al., 2006).
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Unterhalb der Schwelle fur komplette Zellschddigung wurde eine transiente
Permeabilisierung der Zellmembran beobachtet. Diese ermdglichte sowohl das Einschleusen
von 10-kDa-FITC-Dextran, als auch die Aufnahme von Antikérperkonjugaten. In tGber 30 %
der L-428-Zellen konnten fluoreszenzmarkierte Antikorper eingebracht werden. Interessant
waére eine Einbringung von fluoreszenzmarkierten Antikdrpern fur eine anschlieRende CALI-
Bestrahlung. So kdnnten die in den Abschnitten 4.4 bis 4.7 beschriebenen CALI-Versuche in
vivo in einer grofRen Anzahl von Zellen durchgefuhrt werden, da die Quantitat injizierter
Zellen bisher aufgrund der Mikroinjektionstechnik limitiert blieb. In spéteren Versuchen
musste insbesondere untersucht werden, ob die Menge der eingebrachten Antikdrper fur eine
CALI-Behandlung ausreicht. Fir die Einbringung von Plasmiden wirde eine Einschleusung
von wenigen Kopien genligen, um ein Protein in grofler Menge zu exprimieren. Die
Einbringung von Plasmiden konnte jedoch nicht erfolgreich durchgefuhrt werden. Ein Grund
hierfiir liegt wahrscheinlich in der GroR3e der Plasmide, die ein Molekulargewicht von 3 MDa
(4,7 kb, pEGFP-C1) bzw. 2,3 MDa (3,6 kb, pmaxGFP) aufwiesen. Das relativ kleine FITC-
Dextran-Molekil mit einem Molekulargewicht von 10 kDa konnte in bis zu 68 % der Zellen
eingebracht werden, 150 kDa grolle Antikorper in bis zu 32 % der Zellen. Die Versuche
zeigten die beste Permeabilisierung mit den grofiten verwendeten Goldpartikeln von 30 nm
Durchmesser. Dies impliziert fir zuklnftige Versuche die Verwendung von grofieren
Partikeln. Pitsillides et al. (2003) zeigten ebenfalls die Einbringung von 10-kDa-FITC-
Dextran in Zellen. Sie berichteten von besserer Permeabilisierung mit Hilfe von 20-nm- als
mit 30-nm-Goldpartikeln. Allerdings wurden hier die Zellen zun&chst mit einem
Primarantikorper inkubiert und anschliefend Sekundérantikérper-gekoppelte Goldpartikel
hinzugegeben, so dass zwischen Zellen und Goldpartikeln ein groRerer Abstand bestand.

Eine weitere Uberpriifung dieser Methode und Optimierung verschiedener Parameter wie
Partikelgrole, Abstand der Partikel zur Zelle sowie Starke der Bestrahlung erscheint sinnvoll,
um schlielich genetisches Material oder andere Substanzen in lebende Zellen einbringen zu

kdnnen.
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4.3  Inaktivierung intrazellularer Proteine mit Hilfe von NALI

Ziel der Proteininaktivierung in lebenden Zellen mit Hilfe von Laserbestrahlung von
Goldnanopartikeln sollte das Kernprotein pKi-67 sein. An die Antikorper MIB-1 oder TuBB-
9 gekoppelte Goldnanopartikel der GréRen 6 nm, 15 nm sowie 30 nm wurden den Zellen
mikroinjiziert. Wahrend der Mikroinjektion waren Aggregationen der Konjugate und infolge
dessen eine Verstopfung der Injektionskanile problematisch. Erst die Verwendung selbst
hergestellter Glaskaniilen und ausreichende Verdiinnung der Konjugate (2,25 - 10" bis 3 -
10" Partikel/ml) erméglichten eine Injektion. Es konnte anschlieBend jedoch nicht die
erwartete  Lokalisation der Konjugate in den Nukleoli beobachtet werden.
Zytoplasmainjektion fiihrte zu Aggregationen der Konjugate im Zytoplasma, nach
Kerninjektion verblieben die Konjugate diffus im Zellkern verteilt. Da mit Hilfe von
Sekundarantikorpern teilweise Fluoreszenz an den Zielstrukturen nachgewiesen werden
konnte, jedoch mit Hilfe von Silberverstarkungsreagenz kein Gold, spricht dies fiir eine
Ablosung der Antikorper von den Goldpartikeln. Denkbar ist auch ein Austauschprozess von
Antikdrpern gegen andere zelluldre Proteine. Eine stabilere Kopplung der Antikorper an die
Goldpartikel ist durch kovalente Bindungen moglich und ware fiir weitere Untersuchungen
zur intrazellularen Proteininaktivierung sinnvoll. In Studien, die den Einsatz von
Goldnanopartikeln zur intrazellulareren Einzelmolekil-Verfolgung untersuchen, werden die
Proteine meist ebenfalls kovalent an die Goldpartikel gebunden. So berichteten Shenoy et al.
(2006) von der Verwendung des Polymers Polyethylenglykol (PEG) als Verbindungsmolekiil
zwischen Gold und einer Vielzahl von unterschiedlichen Proteinen.

Bei DNA-konjugierten Goldpartikeln wurden die Nukleotidstrange tber Thiolverbindungen
an die Goldpartikel gekoppelt (Csaki et al., 2002). Rosi et al. (2006) zeigten mit Hilfe von
13-nm-Antisense(AS)-DNA-Goldkonjugaten tber Bindung an intrazellulare GFP-mRNA eine
Herabregulierung der GFP-Expression. Dies impliziert eine grundsatzliche intrazellulare
Adressierbarkeit fir Goldkonjugate, auch wenn DNA-beschichtete Partikel nicht direkt mit
Protein-konjugierten vergleichbar sind. Es konnte in erwéhnter Publikation eine Reduktion
der GFP-Expression um bis zu 20 % gemessen werden. Mit konventioneller AS-Behandlung
wurde hier nur eine Reduktion um 6 bis 7 % erreicht. Dabei beruhte die Wirkung der Partikel
nicht auf Laserbestrahlung, sondern auf einer Stabilisierung der AS-Strange gegen den Abbau
durch DNase. Interessant ware hier eine Untersuchung, ob durch Laserbestrahlung eine

zusatzliche Inaktivierung von mRNA erreicht werden kann.
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Neben der Mdoglichkeit einer kovalenten Immobilisierung der Antikérper auf der
Goldoberflache ware zur Proteininaktivierung mit Hilfe von Antikdrper-Goldkonjugaten
mdoglicherweise ebenfalls eine Verwendung kleinerer Goldpartikel sinnvoll. Im Durchschnitt
sind die kleinsten verwendeten 6 nm-Partikel nach Angaben der Herstellerfirma Aurion noch
mit vier 19G-Molekilen konjugiert. Dies wirde einer Proteinmasse von uber 600 kDa
entsprechen. Im Gegensatz hierzu lagern sich im Schnitt drei Goldpartikel mit einem
Durchmesser von 1nm an ein 1gG-Molekil an, so dass hier z.B. etwaige sterische
Behinderungen bei der Lokalisation an der Zielstruktur vermindert werden konnten.
Allerdings bendtigen kleinere Partikel hohere Bestrahlungsenergien, um vergleichbare
Schaden hervorrufen zu kdnnen.

Aufgrund der nicht korrekten Lokalisation der Antikérper-Goldkonjugate und daraus
folgenden unspezifischen Effekten unter Bestrahlung wurde NALI fur eine Inaktivierung von
pKi-67 nicht weiterfolgt.

4.4  CALI-induzierte Quervernetzung von Proteinen

Trotz vielseitiger Anwendung als etabliertes Verfahren zur Inaktivierung von Proteinen ist der
genaue Wirkmechanismus von CALI bisher nicht aufgeklart. Dabei vollzog sich die
Entwicklung von CALI auf empirischer Grundlage, beginnend von der Laserbestrahlung von
Malachitgriin-(MG)-Antikérperkonjugaten iber die Laserbestrahlung von FITC-markierten
Antikdrpern bis hin zur Bestrahlung mit konventionellen Lichtquellen wie Quecksilberdampf-
Lampen in Fluoreszenzmikroskopen. Die Involvierung von Hydroxylradikalen unter MG-
CALI und von Singulett-Sauerstoff bei der Proteininaktivierung mit FITC-CALI, konnte in
mehreren Publikationen gezeigt werden (Liao et al., 1994; Surrey et al., 1998; Beck et al.,
2002). Doch in welcher Weise diese reaktiven Molekulspezies zur Inaktivierung flhren, ist
nicht geklart.

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass die Bestrahlung von
fluoreszenzmarkierten ~ Antikdrpern zu  Aggregationen von Proteinen fihrt, die
hdchstwahrscheinlich auf kovalente Verbindungen zuriickzufiihren sind. Zelllysat, das mit
FITC- oder Alexa 488-markierten pKi-67-Antikorpern inkubiert und anschlieBend bestrahlt
wurde, zeigt fir pKi-67 im Westernblot Reaktivitat im héhermolekularen Bereich. Aufgrund
denaturierender Bedingungen wahrend der SDS-PAGE sollten am ehesten kovalente

Quervernetzungen flr diese Reaktivitdt verantwortlich sein. Bereits 1978 zeigten Lepock et
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al. dass FITC-markierte Membranproteine unter Bestrahlung mit einem Argonlaser bei
488 nm quervernetzt werden. An der Ausbildung dieser Quervernetzungen ist Singulett-
Sauerstoff beteiligt, wie die Inhibierung dieser Vernetzungen nach Zugabe des Singulett-
Sauerstoff-Fangers Natriumazid verdeutlichte. Fir den Inaktivierungsmechanismus unter
MG-CALI wurde von Liao et al. (1994) eine Quervernetzung von Proteinen infolge von
Radikalbildung jedoch ausgeschlossen. In einer Reihe von Arbeiten, welche die Rolle von
Singulett-Sauerstoff bei FITC-CALI beschrieben, wurden eventuell entstehende
Quervernetzungen nicht untersucht (Surrey et al., 1998; Horstkotte et al., 2005). Die
Ergebnisse vorliegender Arbeit weisen jedoch eindeutig auf eine Quervernetzung von
Proteinen unter Bestrahlung hin. Diese Quervernetzung scheint spezifisch das adressierte pKi-
67 zu betreffen, das ebenfalls nukleare Protein Mcma3 bleibt hiervon unbeeintrachtigt. Mcm-
Proteine spielen eine wichtige Rolle wéhrend der Initiation und Elongation der DNA-
Replikation (Alexandrow et al., 2002) und sind wahrscheinlich funktionell von pKi-67
unabhéngig. Im Gegensatz hierzu wurde fir UBF, einen Transkriptionsfaktor der rDNA-
Gene, kirzlich eine Kolokalisation in den Nukleoli mit pKi-67 nachgewiesen (Bullwinkel et
al.,, 2006). CALI gegen pKi-67 zeigt kaum Einfluss auf die UBF-Hauptbanden im
Westernblot, jedoch ist deutlich eine schwachere Reaktivitdt im hohermolekularen Bereich
erkennbar. Dies weist auf eine bisher unbekannte Beteiligung einer Sub-Fraktion des UBF an
der CALI-induzierten Quervernetzung hin. In Folge dieser Versuche wurden
Imunprézipitationsstudien durchgefihrt, die ebenfalls zeigten, dass eine kleine Fraktion des
UBF im Zelllysat Komplexe mit pKi-67 bildet (Dr. Thomas Scholzen, Forschungszentrum
Borstel, persénliche Mitteilung). Neben pKi-67 und UBF scheinen auch die
fluoreszenzmarkierten Antikdrper an diesen Quervernetzungen beteiligt zu sein, da die
Intensitdt der Banden der schweren Ketten der fir die CALI-Behandlung eingesetzten
Antikorper nach Bestrahlung reduziert ist (Abb. 3.25 b). Die vorstehend dargestellten
Ergebnisse wurden fur beide verwendeten anti-pKi-67-Antikérper TuBB-9 und MIB-1
beobachtet. CALI mit beiden Antikdrpern flihrt zu den gleichen distinkten Banden im Bereich
der hoher molekularen Reaktivitéat, und dies sowohl fur den Nachweis von pKi-67 als auch fir
UBF. Auch unterscheiden sich die Ergebnisse zwischen FITC- und Alexa 488-markierten
Antikdrpern ausschlieBlich in der Auspragung nicht aber in der Art der beobachteten Effekte.
Diese erscheinen mit FITC etwas ausgepragter als mit Alexa 488.

In der Literatur wurde der Aktionsradius von FITC-CALI zunéchst von Surrey et al. (1998)
auf unter 30 nm bestimmt, und spater von Beck et al. (2002) ein Radius von 4 nm, in dem

50 % Inaktivierung auftritt, ermittelt. Dies erklart die hohe rdumliche Restriktion der von



Diskussion 78

FITC-CALI induzierten Effekte. Bei einer ungefahren raumlichen Ausdehnung eines IgG-
Molekiils von 10,5 - 8,5 nm und der Annahme, dass die FITC-Molekule an der AuRenseite der
IgG-Molekiile sitzen, ist es wahrscheinlich, dass nur Proteine von FITC-CALI-Effekten
betroffen sind, die sich in sehr enger raumlicher Nachbarschaft befinden. Dies deckt sich mit
den Beobachtungen in dieser Arbeit, dass nur Proteine die miteinander interagieren von
Quervernetzungen betroffen sind. Diese Interaktionen betreffen hier Antikorper-Antigen-
Bindungen sowie eine vermutete Interaktion von pKi-67 mit UBF. Dieser &ulerst limitierte
Aktionsradius konnte auch erklaren, warum sich die Reaktivitat im hohermolekularen Bereich
uber mehrere Hundert kDa erstreckt und jeweils die gleichen distinkten Banden sichtbar sind.
Denn es ist wahrscheinlich, dass nicht immer ein Antikérper-Molekul mit pKi-67 oder UBF
vernetzt wird, sondern z.B. eine der leichten Ketten der Antikérper mit pKi-67, oder beide
schweren Ketten mit UBF, abhdngig auch von der Lage und Anzahl der FITC-Molekile pro
Antikorper. Diese unterschiedlich grolRen Aggregationen wirden sich in einer Vielzahl von
Banden im Westernblot niederschlagen.

Jungst wurde auch von Yan et al. (2006) eine Proteinquervernetzung unter CALI am Beispiel
von Calmodulin gezeigt. Die Bestrahlung des mit einem Fluorescein-Derivat markierten
Calmodulin fuhrte Uber die Generierung von Singulett-Sauerstoff zur Oxidation von
Methionin-Seitenketten zu Methionin-Schwefeloxid. Darlber hinaus wurden auch reaktive
Histidin-Zwischenprodukte identifiziert. Der genaue Ablauf der Formation wvon
Quervernetzungen in diesen Experimenten ist nicht geklart. Di-Tyrosin-Quervernetzungen,
wie sie bei Calmodulin z.B. nach Bestrahlung mit UV-Licht auftreten (Malencik und
Anderson, 2003) wurden jedoch ausgeschlossen. Nach Bestrahlung konnten intermolekulare
Quervernetzungen von Calmodulin mit den Bindungspartnern Myosin light chain kinase
(MLCK), der membranstandigen Ca-ATPase C28W und dem calcium release chanel RyR
gezeigt werden. Intramolekulare Quervernetzungen konnten nicht identifiziert werden. Diese
Ergebnisse bestatigen die Beobachtungen in vorliegender Arbeit, dass miteinander
interagierende Proteine durch FITC-CALI quervernetzt werden kdnnen.

Frihere Untersuchungen zum Einfluss von Singulett-Sauerstoff auf Proteine zeigten bereits
eine Reaktivitdt von Histidin-, Methionin- und Tyrosin-Seitenketten (Michaeli und Feitelson,
1994; Davies, 2004). Diese Oxidationen der Aminosauren-Seitenketten kénnten auch zu einer
Entfaltung, Konformationsanderung, Anstieg der Hydrophobizitdt und Verdnderungen im
Bindungsverhalten fur Kofaktoren und Metallionen fuhren. Fur den CALI-Wirkmechanismus
zur Proteininaktivierung stellen Quervernetzungen vielleicht nicht die einzige Ursache dar,

eine Beteiligung ist jedoch zu erwarten.
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Die in vorliegender Arbeit beschriebene Quervernetzung unter CALI kdnnte dazu beitragen,
eine Uber die reine Funktionsinhibierung hinausgehende Analyse von Protein-Protein-

Interaktionen in lebenden Zellen zu ermdglichen.

4.5  Wirkung von CALI auf Zellen

Mit Hinblick auf die bisher bekannten Wirkmechanismen von CALLI, die sich v.a. auf MG-
und FITC-CALI beziehen, erscheint verstdndlich, dass diese Methode ein effektives
Werkzeug zur Proteininaktivierung darstellt. Die Verwendung von CALI zur selektiven
Schédigung von Zellen scheint dagegen fraglich. Der relativ geringe Aktionsradius von
Singulett-Sauerstoff von wenigen Nanometern lasst es unwahrscheinlich erscheinen
Zellmembranen mit letaler Folge fir die Zellen zu schadigen. So konnte auch im Rahmen
dieser Arbeit mit fluoreszenzmarkierten Antikérpern, die gegen das Membranprotein CD30
gerichtet waren, kein direkter Zelltod durch Bestrahlung festgestellt werden. Dabei wurden
BerH2-Antikorper sowohl mit FITC als auch mit Alexa 488 gekoppelt. Ein Antikorper-
Molekdil war im Schnitt mit drei bis vier Fluoreszenz-Molekilen markiert, die Zellen wurden
in hohen Konzentrationen mit den Antikdrpern inkubiert, und die Bestrahlung wurde mit
einem Argonlaser bei 0,5 W/cm? fir 30 Minuten durchgefiihrt. Diese Parameter miissten eine
maoglichst effektive CALI-Bestrahlung gewahrleisten.

Die Unterschiede im Vergleich zur PDT, mit deren Hilfe eine Zellschaddigung sehr wohl
mdoglich ist, liegen in erster Linie in der Art und vor allem in den Konzentrationen der
verwendeten Farbstoffe. Des Weiteren héaufen sich die in der PDT verwendeten
Sensibilisatoren meist intrazelluldr an (Prasad, 2003). Die bei CALI durchgefuhrte Kopplung
der Fluoreszenzfarbstoffe tber Antikorper an die Zellmembran scheint fur eine gezielte

Zellschéadigung nicht auszureichen.
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4.6 CALI des Ki-67-Proteins
— methodische Aspekte

Aufgrund der beschriebenen in vitro Experimente zur Proteininaktivierung in Zelllysat und
Versuche zur Zellschddigung mit Hilfe von CALI erschien es vielversprechender CALI in
Richtung Proteininaktivierung voranzutreiben und die Inaktivierung von pKi-67 auch in
lebenden Zellen zu untersuchen. Mit Hilfe von CALI konnte in lebenden Zellen nach
Inaktivierung von pKi-67 zum ersten Mal eine Hemmung der rRNA-Synthese gezeigt
werden. Dartber hinaus kam es zu einer Umverteilung von pKi-67 und dem
Transkriptionsfaktor UBF in Komplexe am Rande der Nukleoli. Die Bedeutung dieser
Beobachtungen fir die Funktion von pKi-67 werden im nachsten Abschnitt behandelt. An
dieser Stelle sollen zundchst die Erkenntnisse, die aus diesen Experimenten fir die CALI-
Methode gewonnen werden konnen, diskutiert werden. Die Inaktivierung von pKi-67 zeigt
die Moglichkeit, FITC-CALI zur Funktionsanalyse von Proteinen auf sub-nukledrer Ebene
einsetzten zu kdnnen. Dies wurde bisher nur mit Malachitgriin unter gepulster Bestrahlung fir
einen Typ I-Mechanismus an den Transkriptionsfaktoren even skipped und engrailed in
Drosophila-Embryos, sowie fiir even skipped in Reismehlké&fer-(Tribolium)-Embryos gezeigt
(Schroder et al., 1996, 1999).

Die in vorliegender Arbeit durchgefuhrte Inaktivierung mit FITC Uber einen Typ II-
Mechanismus fand in den Nukleoli der Zellkerne statt, und hier wahrscheinlich in den dicht
gepackten fibrillar centre (FC) oder den dense fibrillar components (DFC) — den Orten der
rRNA-Transkription und ihrer beginnenden Prozessierung. Darlber hinaus flhrte die
Inaktivierung mit zwei verschiedenen Antikorpern, die jeweils unterschiedliche Epitope des
Ki-67 Proteins erkennen, zu unterschiedlichen Auswirkungen auf die Synthese der rRNA.
Diese kam nur durch TuBB-9-vermittelte CALI zum erliegen, wéahrend MIB-1-vermittelte
CALI hier keinen Einfluss zeigte. Auch die Umverteilung von pKi-67 und UBF wurde mit
MIB-1-CALI nicht beobachtet. Diese Ergebnisse stellen auch eine Kontrolle flr die
spezifische Wirkung von CALI dar. Die Generierung freier Radikale oder Singulett-
Sauerstoffs durch Bestrahlung der CALI-Chromophore fihrt nicht zu unspezifischen
Inaktivierungen oder Quervernetzungen innerhalb des Zellkerns. Auch die Féarbung des
Fibrillarins bestétigt die Spezifitat der CALI-Inaktivierung. Fibrillarin ist Bestandteil der DFC
der Nukleoli und an der rRNA-Prozessierung, nicht aber an der Transkription der rRNA-Gene
beteiligt (Politz et al., 2005). Weder MIB-1- noch TuBB-9-vermittelte CALI zeigten einen

Einfluss auf das nukleére Farbemuster des Fibrillarins.
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Es wurde in dieser Arbeit erstmalig CALI auch mit dem relativ photostabilen
Fluoreszenzfarbstoff Alexa 488 demonstriert. Horstkotte et al. (2005) zeigten, dass das
Ausbleichen der Farbstoffe ein von der Proteininaktivierung unabhéngiger Prozess sein kann.
Die quantitative Auswertung der Versuche zur Inhibierung der rRNA-Synthese l&sst
Aussagen (ber den Wirkungsgrad und unspezifische Inaktivierung der verwendeten
Fluoreszenzfarbstoffe FITC und Alexa 488 fiir CALI zu. Als spezifische Wirkung kann die
Inhibierung der rRNA-Synthese in den Nukleoli ohne Beeinflussung der mRNA-Synthese im
Nukleoplasma nach Bestrahlung der TuBB-9-Konjugate angesehen werden. Zeigen Zellen
auch eine Inhibierung der mRNA-Synthese kann dies als unspezifische Wirkung aufgefasst
werden, da auch nicht-bindende Konjugate wie ACT-1-Alexa 488 diesen Effekt zeigten. Eine
spezifische Inaktivierung der rRNA-Synthese konnte mit den TuBB-9-FITC-Konjugaten
schon nach einer Bestrahlungszeit von 1 min bei ca. 70 % der Zellen beobachtet werden. Mit
der gleichen Lichtintensitat (570 J/cm?) mussten die TuBB-9-Alexa 488-Konjugate ca. 15 min
bestrahlt werden um eine Inaktivierung bei tber 60 % der Zellen zu erreichen. Bei dieser
Bestrahlungsenergie stiegen jedoch die unspezifischen Effekte bereits auf Uber 20 %. Bei
FITC-CALI scheint der maximal erreichbare Effekt durch das Ausbleichen des Farbstoffs
begrenzt zu sein. Photostabilere Farbstoffe kdnnten eine starkere Wirkung erzielen, wenn die
Stabilitat vor allem auf einer Resistenz gegen ROS und nicht einer geringeren Effizienz ihrer
Erzeugung beruht. Die Notwendigkeit deutlich héherer Lichtdosen bei CALI mit Alexa 488,
lasst als Grund fir die erhohte Photostabilitdt eine geringere ROS-Produktion als
wahrscheinlich erscheinen. Die Verwendung von Alexa 488 als CALI-Chromophor ist
grundsatzlich moglich, ist jedoch mit relativ hohen unspezifischen Effekten verbunden. Die
Ursache dieser unspezifischen Effekte scheint nicht vollig geklart. Sie kénnen nicht auf die
alleinige Bestrahlung durch die Quecksilberdampf-Lampe zurtickzufiihren sein, da nur Zellen
denen Fluoreszenzkonjugate mikroinjiziert wurden, diese Effekte zeigen. Zellen die nicht
mikroinjiziert sind, zeigen bei den verwendeten Bestrahlungsintensitaten keinen Einfluss auf
rRNA- oder mRNA-Synthese. Bemerkenswert erscheint ferner, dass in allen
Versuchsansédtzen - sowohl die der FITC- als auch die der Alexa 488-Konjugate - die
unspezifische Inhibierung der mRNA-Synthese nach ca. 15 min einsetzt und die Anzahl der
betroffenen Zellen in &hnlichem Mal3e ansteigt. Dies trifft ebenso auf die Kontrollansétze der
nicht-bindenden ACT-1-Alexa 488-Konjugate zu, die zu keinem Zeitpunkt spezifische
Effekte aufweisen. Unter Berucksichtigung des dufRerst unterschiedlichen Ausbleichsverhalten
von FITC und Alexa 488 scheinen die spezifischen Effekte hiermit vereinbar zu sein, die

unspezifischen Effekte scheinen jedoch vom Ausbleichen der Farbstoffe unabhéngig.
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Vielmehr scheint denkbar, dass neben den Ausbleichprozessen der Fluoreszenzgruppen
weitere lichtabhdngige Prozesse stattfinden, die fiir die Zelle schéadlich sind. Denkbar ist auch
eine Generierung schwachreaktiver Molekle, die groRere Diffusionsradien besitzen und
deren Schadigungseffekt nicht sofort eintritt.

Die Unterschiede zwischen MIB-1 und TuBB-9 bezlglich der CALI-vermittelten Effekte bei
der Inhibierung der rRNA-Synthese sowie der Umverteilung nukledrer Proteine
demonstrieren ferner die Mdglichkeit, mit Hilfe von CALI Proteine in unterschiedlichen
funktionalen Stadien zu adressieren. Dies bietet Maoglichkeiten zur differenziellen
Funktionsanalyse vor allem von solchen Proteinen, bei denen Antikdrper gegen
unterschiedliche funktionale Doméanen zur Verfugung stehen. Fur zahlreiche Proteine
existieren unterschiedliche Antikorper gegen verschiedene Epitope, darunter ungezéhlte
gegen das Zellzyklus-abhé&ngige Protein p53 (Wade-Evans und Jenkins, 1985; Pospisilova et
al., 2000; Voeltzel et al., 2004) oder gegen diverse Proteine des Hepatitis-C-Virus (HCV;
Mancini et al., 2006). Viele dieser Antikorper, jedoch langst nicht alle, besitzen auch schon
ohne zusétzliche Inaktivierung wie etwa durch CALI-Behandlung antigeninhibierende
Eigenschaften. Eine differentielle Inaktivierung mittels CALI ist vor allem mit AntikOrpern
interessant, mit denen das Antigen differentiell lokalisiert werden kann. So liegt z.B. das
Phéanomen der Epitopmaskierung, wie es auch fur MIB-1 und TuBB-9 vermutet wird (s.
Abschnitt 1.4), darin begriindet, dass ein Epitop fir den jeweils anderen Antikdrper von
einem Bindungspartner von pKi-67 verdeckt wird. Ein weiteres Beispiel flr
Epitopmaskierung liefert das zinc-finger protein 1 (ZPR1). Mit unterschiedlichen Antikdrpern
kann dieses Protein in verschiedenen zelluldren Strukturen lokalisiert werden. So z.B. in den
Nukleoli mit dem Antikérper LG18 oder in den Cajal bodies mit den Antikérpern LG1, LG3
und LG5. Dies impliziert ein Vorkommen von ZPR1 in verschiedenen Protein-Komplexen,
was zu einer Verdeckung der Epitope fur die jeweils anderen Antikorper fihrt (Gangwani et
al., 2001).

In Fallen wie diesen, in denen unterschiedliche Antikdrper nicht nur das Antigen in
unterschiedlichen funktionalen Stadien erkennen, sondern dieses moglicherweise auch mit
jeweils unterschiedlichen Bindungspartnern interagiert, konnte CALI neben einer
differentiellen Inaktivierung der Proteine in unterschiedlichen Stadien auch tber die in
Abschnitt 4.5 diskutierten Quervernetzungen zu einer Identifizierung der jeweiligen

Bindungsproteine beitragen.
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4.7 CALI des Ki-67-Proteins
— Schlussfolgerungen fur die physiologische Rolle von pKi-67

Im Rahmen dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass eine Inaktivierung des pKi-67 mittels
CALI, zu einer spezifischen Inhibierung der ribosomalen RNA-Synthese fiihrt. Diese
Ergebnisse stellen die ersten funktionalen Erkenntnisse zur physiologischen Rolle des Ki-67-
Proteins dar und liefern experimentelle Belege fur bisherige Annahmen Uber die Rolle von
pKi-67 wahrend der rRNA-Transkription. So zeigen Bullwinkel et al. (2006) eine
Kolokalisation der von TuBB-9 erkannten pKi-67-Fraktion mit der Polymerase I-
Transkriptionsmaschinerie und eine bevorzugte Assoziation dieser Fraktion mit der
Promotorregion der rDNA-Gene. Die daraus abgeleitete Hypothese zu einer funktionalen
Rolle von pKi-67 bei der rRNA-Synthese konnte hier nun erstmals durch Versuche an
lebenden Zellen unterstiitzt werden.

Die Hemmung der rRNA-Synthese und die parallel auftretende Umverteilung von pKi-67 und
UBF in punktférmige Strukturen am Rand der Nukleoli wurde nur nach CALI mit dem
Antikorper TuBB-9, nicht jedoch mit MIB-1 beobachtet. Interessanter Weise wiesen die in
vitro Untersuchungen im Zelllysat keinen Unterschied zwischen CALI mit TuBB-9 und
MIB-1 beztglich der Induktion von UBF-Quervernetzungen auf. Dies deutet darauf hin, dass
das Phanomen der Epitopmaskierung im Zelllysat nicht auftritt und beide Antikorper hier
dieselbe pKi-67-Fraktion erkennen.

Die Tatsache, dass die Inaktivierung von pKi-67 in lebenden Zellen zu einer vollstandigen
Inhibierung der rRNA-Synthese flhrt, wirft allerdings die Frage auf, weshalb ruhende Zellen
in Abwesenheit von pKi-67 dennoch eine rRNA-Neusynthese aufweisen. McCallum und Hall
(2000) stellten die Hypothese auf, dass pKi-67 in proliferierenden Zellen lediglich zu einer
Verstarkung der Ribosomen-Synthese flihrt, d.h. nicht von essentieller Bedeutung fir diesen
Prozess ist. Es konnte kirzlich jedoch auch in ruhenden Zellen eine Expression von pKi-67
nachgewiesen werden (Bullwinkel et al., 2006). Diese ist jedoch um ein Vielfaches geringer
als in proliferierenden Zellen. Dennoch deutet diese, wenn auch geringe Expression auf eine
mogliche essentielle Rolle fiir pKi-67 bei der rRNA-Synthese hin und steht daher im Einklang
mit den Befunden zur vollstandigen Inhibition der rRNA-Synthese durch CALI des pKi-67.
Auch im Falle einer nicht essentiellen Rolle von pKi-67 bei der rRNA-Synthese ware eine
vollstdndige Inhibition dieses Prozesses durch pKi-67-CALI denkbar. Dabei kdnnte der
Effekt nicht direkt durch pKi-67-Inhibition vermittelt, sondern durch Beeintrachtigung eines
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anderen essentiellen Faktors verursacht werden. Hierbei wére z.B. an die in vitro beobachtete
Quervernetzung von UBF zu denken.

Ein weiterer interessanter Effekt von TuBB-9-CALI ist die oben bereits erwéhnte
vollstdandige Umverteilung von pKi-67 und UBF in punktférmige Strukturen am Rande der
Nukleoli. Hierbei kann nicht direkt geschlossen werden, ob es sich um eine Folge der
Inhibition der rRNA-Synthese oder mdglicherweise auch um deren Ursache handelt.
Komplexbildung als Folge CALI-induzierter Quervernetzungen waére als Ursache der
beobachteten Umverteilungen denkbar. Diese Umverteilungen kdnnten in der Folge dann
auch die Hemmung der rRNA-Synthese herbeigefiihrt haben. Eine andere Maglichkeit ist die
Induktion der Komplexbildung als Folge der Inhibierung der rRNA-Synthese. Die
Umverteilung von pKi-67 und UBF nach CALI weist auffallende Ahnlichkeit mit der
Umverteilung von UBF und anderen Komponenten der rRNA-Transkriptionsmaschienerie
auf, wie sie nach Inhibierung der rRNA-Synthese durch Actinomycin D auftritt (Jordan et al.,
1996). Die Inaktivierung der rRNA-Transkription durch Actinomycin D beruht auf einer
Interkalierung von Actinomycin D in die DNA und daraus resultierender Behinderung der
RNA-Polymerase | (Perry, 1962; Khan und Lindell, 1980). Fir pKi-67-CALI ware eine
Inhibierung der rRNA-Synthese einerseits durch die direkte Inaktivierung von pKi-67
vorstellbar, andererseits konnten hier, wie schon erwéhnt, auch Beeintrachtigungen von
anderen Komponenten des Pol I-Transkriptionsapparates eine Rolle spielen. Aufgrund des
sehr geringen Wirkradius von FITC-CALI von etwas tber 4 nm (Beck et al., 2002) kénnten
dabei aber nur sehr eng mit pKi-67 benachbarte Proteine eine Rolle spielen.

Die CALI-Ergebnisse zur Quervernetzung weisen auf UBF als einen direkten
Bindungspartner von pKi-67 hin. Diese Interaktion lasst ebenfalls eine Rolle von pKi-67 bei
der Regulation der rRNA-Transkription als &uBerst wahrscheinlich erscheinen. Fir die
Initiation der Pol I-abhdngigen rRNA-Transkription ist ein komplexes Zusammenspiel einer
Vielzahl von Proteinen notwendig (Ruggero und Pandolfi, 2003). UBF spielt innerhalb dieses
Initiationskomplexes eine entscheidende Rolle. So bindet es an die DNA im Promotorbereich
der rDNA-Gene und die differentielle Phosphorylierung des UBF scheint im Fokus einer
zellzyklusabhangigen Regulierung der rRNA-Synthese zu stehen (Voit und Grummt, 2001).
So héngt u.a. die transkriptionsaktivierende Interaktion von UBF und Pol | auch vom
Phophorylierungsstatus des UBF ab. Die cyclinabhangigen Kinasen Cdk2 und Cdk4 und die
Casein-Kinase Il (CKII) phosphorylieren UBF zellzyklusabhangig und ermdglichen so eine
verstarkte Bindung an SL1. Dies bedingt ebenfalls eine Verstarkung der rRNA-Transkription.

Andererseits wird durch die zellzyklusabhangige Interaktion von p53 und Retinoblastom-
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Protein (RB) mit UBF die Bindung von UBF an SL1 inhibiert und so die rRNA-Synthese
gehemmt. Auch die Kinase ERK (extracellular signal-regulated) phosphoryliert UBF und
wird selbst Uber Signaltransduktionswege unter anderem von EGF (epidermal growth factor)
reguliert (Ruggero und Pandolfi, 2003). Viele der mit UBF interagierenden Proteine sind in
Abhangigkeit vom Zellzyklus reguliert. Obwohl der genaue Wirkmechanismus der rRNA-
Syntheseinhibition durch TuBB-9-CALI noch in weiteren Experimenten zu Kklaren ist, legen
diese Studien eine wichtige Funktion des Ki-67-Proteins bei der rRNA-Transkription nahe.
Eine Assoziation von pKi-67 mit der Promotorregion der rDNA-Gene, eine wahrscheinliche
Interaktion mit UBF und nicht zuletzt die Hemmung der rRNA-Synthese nach CALI gegen
pKi-67 lassen eine Involvierung von pKi-67 bei der Initiation der Pol I-abhéngigen

Transkription als auf3erst wahrscheinlich erscheinen.
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Zusammenfassung

Die Mdglichkeit zur Manipulation biologischer Systeme durch Bestrahlung mittels Laser oder
konventioneller Lichtquellen ist vielfach demonstriert worden. Die Verwendung von
kiinstlich eingebrachten Absorbern bietet in diesem Zusammenhang einen Erfolg
versprechenden Ansatz, um wirkungsvolle und gleichzeitig lokal eng begrenzte Effekte zu
erzielen. Hierbei wird Licht einer bestimmten Wellenlange von diesen Strukturen starker
absorbiert als von ihrer Umgebung. Dienen dabei Farbstoffmolekiile als Absorber, lassen sich
durch photochemische Reaktionen z. B. einzelne Proteine inaktivieren. Dieser Ansatz wird
unter dem Namen Chromophor-assistierte Laserinaktivierung (CALI) seit einiger Zeit
erfolgreich angewandt. Mit stark absorbierenden Goldnanopartikeln ist eine Zerstérung von
Zellen und Proteinen uber physikalische Mechanismen mdglich, dieser Ansatz wird hier als
Nanopartikel-assistierte Laserinaktivierung (NALI) bezeichnet. Ziel der Arbeit war es beide
Ansatze miteinander zu vergleichen und ihr Potential zur selektiven Zellschaddigung sowie zur
Inaktivierung von Proteinen am Beispiel von pKi-67, einem weit verbreiteten Marker in der
Tumordiagnostik, zu untersuchen.

Durch Bestrahlung von Zelllysaten in vitro konnten die unterschiedlichen Wirkmechanismen
von CALI und NALI analysiert werden. Die Laserbestrahlung von Chromophoren flihrte
dabei Uber photochemische Effekte zur Proteinvernetzung, wogegen die Bestrahlung von
Goldnanopartikeln, vermutlich durch thermische Effekte, eine Fragmentierung des
Zielproteins herbeifiinrte. Mittels CALI gegen pKi-67 konnte anhand der induzierten
Quervernetzungen UBF als wahrscheinlicher Bindungspartner von pKi-67 identifiziert
werden. Dies konnte zukunftig die Anwendungsméglichkeiten von CALI zur Ermittlung von
Protein-Protein Interaktionen erweitern.

Mit Hilfe von Goldpartikeln konnte durch Kopplung uber Antikorper an Zellmembranen in
unterschiedlichen Ansétzen eine hoch selektive Zerstérung von Zellen nach Laserbestrahlung
gezeigt werden. Die Spezifitit der Schadigung wurde anhand von Mischkulturen
demonstriert, die sehr hohe Zellkonzentrationen aufwiesen und in denen spezifisch ein Zelltyp
zu nahezu 100 % geschadigt werden konnte, wahrend umgebende Zellen nahezu ungeschadigt
blieben.

Dartiber hinaus konnten membrangebundene Goldnanopartikel erfolgreich fiir die

Permeabilisierung von Zellmembranen eingesetzt werden und so Dextran sowie
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Antikdrpermolekile in die Zellen eingebracht werden. Interessant erscheint eine weitere
Optimierung dieser Methode zur Transfektion genetischen Materials in Zellen.

Die Inaktivierung intrazellularer Proteine mit Hilfe von Goldnanopartikeln scheiterte an einer
fehlenden selektiven Bindung der Partikel an die Zielstrukturen. Hierfir verantwortlich
scheint die Ablésung der Antikérper von den Goldkonjugaten zu sein.

Eine mit NALI vergleichbare Permeabilisierung oder sogar Zerstdrung der Zellmembran
wurde mit Hilfe Chromophor-markierter Antikdrper nicht beobachtet.

Mit Hilfe von CALI konnte jedoch erfolgreich die Inaktivierung des Ki-67-Proteins in
lebenden Zellen auf sub-nukledrer Ebene durchgefiihrt werden.

Die nach Inaktivierung des pKi-67 beobachtete Inhibierung der Polymerase I-abhéngigen
rRNA-Synthese in den Nukleoli stellt dabei den ersten funktionalen in vivo Hinweis fur die
physiologische Rolle von pKi-67 dar. Diese Studien legen eine wichtige Funktion des Ki-67-
Proteins bei der rRNA-Transkription nahe. Uber eine Interaktion mit UBF wdre eine
regulative Rolle denkbar, die zur Koordination von Ribosomen-Synthese und Zellwachstum

beitragt.
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Summary

The manipulation of biological systems by irradiation with lasers or conventional light
sources has been demonstrated in many ways. The assignment of artificially inserted
absorbers offers in this context a promising approach to achieve distinct and at the same time
locally restricted effects. These structures absorb light of a certain wavelength stronger than
the surrounding area. If dye molecules are used as absorbers, single proteins can be
inactivated by photochemical reactions. This approach is known as Chromophore-assisted
Laserinactivation (CALI) and successfully employed for several years. With strongly
absorbing gold nanoparticles a destruction of cells and proteins is possible, here this approach
is named Nanoparticle-assisted Laserinactivation (NALI). Aim of this thesis was to compare
both methods with each other and to study their potential for selective cell damage and protein
inactivation. Target for protein inactivation studies was the protein Ki-67 (pKi-67), a broadly
used proliferation marker in tumor diagnostics.

Irradiation of cell lysates in vitro showed the different mechanisms of inactivation of CALI
and NALLI. Irradiation of chromophors led through photochemical reactions to crosslinking of
proteins, whereas laser-irradiation of gold nanoparticles showed fragmentation of the target
protein, presumably through thermal effects. At the energy levels used, the formation of
cavitation bubbles is expectable and in consequence a mechanical damage to surrounding
proteins. With means of CALI-induced crosslinks the transcriptionfactor UBF could be
identified as potential binding partner of pKi-67. This could extend the CALI application in
future to investigate protein-protein interactions.

With gold particles a highly selective destruction of cells could be demonstrated after laser-
irradiation in different experiments by coupling the particles through antibodies to cell
membranes. The specificity of the damage was shown with mixed cell cultures with high cell
concentrations, where selectively one cell type was damaged to nearly 100 %, whereas
surrounding cells were barley affected. Also a small sub-population of lymphoma cells in
culture with lymphocytes could be eliminated almost completely, while the surrounding
lymphocytes showed only little influence on vitality.

In addition membrane-bound particles could successfully be applied for temporal
permabilization of cell membranes and following uptake of FITC-Dextran molecules or
antibody molecules by the cells. A further optimization of this method seems interesting for

transfection of genetic material into cells.
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The inactivation of intracellular proteins with the help of gold nanoparticles failed due to
missing selective localization of the particles at the target structures.

With CALI a permeabilization or even destruction of cell membranes as shown for NALI
could not be observed.

But with the help of CALI a successful inactivation of the Ki-67 protein could be shown in
living cells on sub-nuclear level.

The inhibition of polymerase I-dependant rRNA-synthesis inside the nucleoli represent the
first functional evidence for the physiological role of pKi-67 in living cells. These studies
suggest an important role for pKi-67 in rRNA-transcription. Through an interaction with UBF
a regulative role would be imaginable, which contributes to coordination of ribosome

biosynthesis with respect to cell proliferation.
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