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DYNAMIK NANOSKALIGER PARTIKEL AN GEFASSWANDEN

LARS KREUTZBURG, VIT DOLEZAL, CHRISTIAN HUBNER

Einfithrung

Der Stoffaustausch zwischen Blut und Gewebe findet an den
Winden der kleinsten Blutgefifie, den Kapillaren statt. Sie
haben einen Durchmesser von nur wenigen Mikrometern
und bestehen aus einer einfachen Schicht Endothelzellen. An
ihrer Zellwand bilden diese Endothelzellen eine Struktur aus
Zuckern und Proteinen, die Glykokalyx, welche zusammen mit
Teilen des Blutplasmas die Endotheliale Oberflichenschicht
(engl. ESL) bildet [1, 2, 3]. Bei ihrem Ubergang vom Blut in das
Gewebe miissen einzelne Partikel - insbesondere Wirkstoffe -
diese Struktur passieren. Obgleich die Zusammensetzung und
Eigenschaften, z.B. Mechanik und Permeabilitit gut erforscht
sind, gibt es kaum Messungen zur Dynamik einzelner Molekiile
in diesem Bereich des Blutkreislaufs.
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Abbildung 1. Schematische Darstellung der Endotheliale Oberflichenschicht

Das Teilprojekt C des Forschungskollegs LUMEN untersucht
in diesem Zusammenhang zwei grundsitzliche Fragen: Wie
bewegen sich einzelne Molekiile direkt auf der Endothelialen
Oberflachenschicht?

Bewegungen oder ein ,Hiipfen® als Ubergang vom konvektiven

Denkbar wiaren hier etwa rollende

Transport im Blutstrom zur Diffusion im Gewebe. Und: Wie
bewegen sich die Teilchen schliefilich in der ESL? Hier ist davon
auszugehen, dass die Diffusion der Teilchen durch die ESL
eingeschriankt und dadurch moglicherweise auch anisotrop ist.

Zur Kldrung dieser Fragestellungen eignet sich die Fluoreszenz-
FCS)
Messung von Diffusionskoeffizienten,

Korrelations-Spektroskopie besonders
die

Geschwindigkeiten durch Stromungsbewegung (Blutstrom)

(engl. gut.

Sie  erlaubt

sowie der Konzentration von fluoreszierenden Farbstoffen bzw.
fluoreszenzmarkierten Molekiilen in Losung. Thr Prinzip beruht
auf der Messung lokaler Konzentrationsfluktuationen, deren
Ursache in der Bewegung der Teilchen selbst liegt und die zu
Fluktuationen der Fluoreszenzintensitit fithren (Abbildung 2).
Dazu wird ein Laserstrahl in den Probenraum fokussiert, sodass
ein Messvolumen von nur wenigen Femtolitern Grof3e entsteht.
Der Fokus des Laserstrahls kann durch eine dreidimensionale
Gaussverteilung der Intensitdt (3D-Gauss) mit einer typischen
Halbachsenldnge w (1/e*- Abfall der Intensitéit) von 200 - 400 nm
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in xy- und 800 - 1200 nm in z-Richtung angendhert werden.
Durchquert nun ein Farbstoffmolekiil dieses Volumen, wird
es zur Fluoreszenz angeregt (Abbildung 2 (a)) - es kommt zu
einem tempordren Anstieg der Fluoreszenzintensitit, einem
sogenannten ,,Photonen-burst®. Die Breite eines solchen ,burst’
gibtin etwa den Zeitraum wieder, wihrend dem sich das Teilchen
im konfokalen Volumen befunden hat (Abbildung 2 (b)). Der
Zeitverlauf der Intensitat I(¢), der auch als Intensitéts-Zeitspur
bezeichnet wird, wird {iber einen ausreichend langen Zeitraum
aufgenommen, die dann mit Hilfe der Autokorrelationsfunktion
G(t) analysiert wird:

G() = {I(@®)-I(t + 1))

(@ {0
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Abbildung 2. (a) Prinzip der Fluoreszenz-Korrelations-Spektroskopie. Farb-
stoffe werden in einem sehr kleinen Volumen zur Fluoreszenz angeregt. (b)
Die Passage des Farbstoffs fiihrt zu Photonen-‘bursts‘ deren Breite die Auf-
enthaltsdauer im Volumen wiedergibt. (c) Die Autokorrelation der gesamten
Fluoreszenz-Zeitspur liefert eine mittlere Aufenthaltsdauer oder Diffusions-

zeit T_D, die mit dem Diffusionskoeffizienten verkniipft ist.

Im Fall freier Brownscher Molekularbewegung erhilt man als
Korrelationsfunktion:

¢ =1+5(1 +%)_1 (1+52) 2

SZ21p

ein Maf3 fir
die Aufenthaltszeit der Molekille im Fokus ist, wahrend
der Strukturfaktor S das Verhdltnis aus Breite und Linge
des Bei bekannter Grofle des
Volumens sich dann der Diffusionskoeffizient
und, falls zusdtzlich gerichtete Bewegung vorliegt, die
Translationsgeschwindigkeit (Konvektion) bestimmen. Die
Zahl der Molekiile im konfokalen Volumen N und damit die
Konzentration der Fluorophore ist reziprok proportional
der G(0)-1=1/N.

wobei T, die so genannte Diffusionszeit,

Fokus” ist. konfokalen

lasst

zur  Amplitude Korrelationsfunktion
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Die Bewegung von Teilchen in der Nihe und an der Oberfliche
von Gefilwianden ist anisotrop, und der Blutfluss im Gefaf3
fithrt zu einem zusitzlich gerichteten Transport. Zur Erfassung
der Anisotropie der Diffusion sowie der gerichteten Bewegung
schlagen wir eine neue Form der FCS vor, die Multifokus-FCS, bei
der bis zu vier konfokale Volumina simultan beobachtet werden.
Ein weiterer Vorteil der Multifokus-FCS ist, dass Abweichungen
der Form des konfokalen Volumens von der Modellannahme
eines 3D-Gauss, z.B. durch die Fokussierung des Laserstrahls
durch biologische Strukturen hindurch, das Messergebnis nicht
signifikant beeinflussen. Die Fluktuationen der Fluoreszenz in
den verschiedenen konfokalen Volumina kann jetzt nicht nur
mit einer jeweiligen Autokorrelationsfunktion erfolgen, sondern
zusitzlich durch entsprechende Kreuzkorrelationen
Gm,n(r) = (Im(t) ) In(t + T))

von je zwei Fluoreszenz-Zeitspuren I_m und I_n aus jeweils
unterschiedlichen Fokussen. Diese Kreuzkorrelationen hangen
nun nicht mehr nur von der Gréfle und Form der konfokalen
Volumen ab sondern insbesondere von der relativen Position
der beiden Fokusse. Diese Kreuzkorrelation ist besonders

empfindlich auf eine gerichtete Komponente in der Bewegung
der Teilchen.

Wir demonstrieren die Multifokus-FCS zundchst anhand zweier
konfokaler Volumina 1 und 2 mit Abstand §,, (Abbildung
2 a). Eine gerichtete Bewegung mit der Geschwindigkeit V
in Richtung von &, realisieren wir, indem wir beide Fokusse
simultan mit dieser Geschwindigkeit mit Hilfe eines Scan-
Spiegels in der Probe bewegen. Diese Bewegung fiihrt in der
Vorwirts-Kreuzkorrelation CC12 zu einem erhéhten Wert
bei T = 1, (Abbildung 1 c), der mittleren Flusszeit, die analog
zur Diffusionszeit angibt, wie lange ein Teilchen im Mittel per
Konvektion gebraucht hat, um von dem ersten Volumen zum
zweiten zu gelangen. Man kann diesen erhohten Wert der
Kreuzkorrelationsfunktion so interpretieren, dass nach einer
Zeitspanne von At=T, die Wahrscheinlichkeit steigt, im Kanal
2 ein Photon zu detektieren, wenn zuvor ein Photon in Kanal 1
detektiert wurde - ein Ereignis, dass eben durch eine gerichtete
Bewegung der Fluorophore zu erkliren ist. In der Riickwirts-
Korrelation CC21 findet man entsprechend bei t=1, einen
erniedrigten Wert der Kreuzkorrelation. Eine Differenz beider
Kreuzkorrelationen zeigt also einen Teilchenstrom in Richtung
der Verbindung beider Volumen an. Eine Anpassung der aus
der Messung erhaltenen Auto/Kreuz-Korrelationsfunktionen
mit den entsprechenden Modellfunktionen (aufgrund der
Komplexitdt hier nicht gezeigt) liefert als Parameter die
Flie3geschwindigkeit, die im Rahmen der Messgenauigkeit mit
der eingestellten Scan-Geschwindigkeit iibereinstimmt.

Wire die FliefSgeschwindigkeit orthogonal zum Verbindungs-
vektor der beiden Volumen, gibe es keine Differenz in den

beiden Kreuzkorrelationen (Abbildung 2 b), da die Fluorophore
in diesem Fall ausschliefSlich aufgrund der ungerichteten
Diffusion vom ersten Volumen in das zweite gelangen. Fiir
den allgemeinen dreidimensionalen Fall sind insgesamt vier
Fokusse nétig, um einen beliebig orientierten Fluss eindeutig zu
bestimmen.
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Abbildung 3. Multi-Fokus-Fluoreszenz-Korrelations-Spektroskopie. (a)
Zwei Messvolumen 1 und 2 mit Abstand 61,2 erméglichen die Bestimmung
der Richtung des Flusses V0. (b) Messung ohne gerichtete Bewegung, beide
Kreuzkorrelationen sind identisch. (c): Der Fluss fiihrt zu einer Differenz
zwischen der Vorwirts- bzw. Riickwirtskorrelation CC12 und CC21. Das
Vorzeichen dieser Differenz gibt die Richtung des Flusses an. Zur eindeutige
Bestimmung einer zweidimensionalen Geschwindigkeit sind allerdings drei
Fokusse notig. Punkte: Korrelationsdaten, durchgezogene Linien: Anpas-
sungsfunktionen mit Diffusionskoeffizient und Fliefigeschwindigkeit als

Anpassungsparameter.
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Da eine in-vivo Messung direkt an einer Kapillarwand mit
extremem Aufwand und vielen moglichen Schwierigkeiten
verbunden ist, haben wir uns zunéchst fiir ein in-vitro
Model der Kapillarwand entschieden (Abbildung 4). Dieses

Endothelzellen

Spritzenpumpe

Abbildung 4. Messzelle / Kapillarmodell. Das Modell besteht aus einem opti-
schen Mikrofluidik-Kanal, in dem Endothelzellen angesiedelt werden. Eine

Spritzenpumpe erlaubt die Messung unter Stromungsbedingungen.

Modell besteht aus Endothelzellen die in einem speziell dafiir
angefertigten Mikrofluidik-Kanal herangezogen werden. Uber
zwei Zuginge lasst sich die Probenlosung mit den Farbstoffen
zufithren. Auflerdem kann mithilfe einer Spritzenpumpe der
Blutfluss simuliert werden.

Um zunéchst dieses Modellsystem zu testen, haben wir in
unseren ersten Messungen den Farbstoff Alexa 488 genutzt

Gir)

6 um

(a)

Abbildung 5. Erste Messungen der Dynamik von Farbstoffen mit einem Fokus am Kapillarmodell. (a): Ein z-Scan wurde durchgefiihrt, da die Lage und Aus-

und mit nur einem Fokus gemessen. Da die Position und
Ausdehnung der ESL nicht ohne weiteres genau bestimmbar
ist, kommt zunichst ein z-Scan zum Einsatz: Der Fokus wird
iiber mehrere Mikrometer entlang der optischen Achse mit
konstanter Geschwindigkeit verschoben. Die Geschwindigkeit
wird dabei so gewiahlt, dass sie sich nicht auf den Zeitbereich
der Korrelationsfunktion auswirkt, in dem die Dynamik der zu
untersuchenden Prozesse stattfindet. Die aufgezeichneten Daten
werden nach der Messung einzelnen Schichten zugeordnet und
getrennt voneinander ausgewertet.

In Abbildung 5 sind die Ergebnisse einer solchen Messung
dargestellt. Der Scanbereich geht {iber eine Linge von sechs
Mikrometern und ist in sechs Schichten L0 bis L5 eingeteilt.
Fir jede Schicht wurde jeweils die Autokorrelationsfunktion
berechnet (Abbildung 5 b). Thre Amplituden nehmen von 0,7
fiir L5 bis 0 fiir LO ab. Dabei sind drei Gruppen aus je zwei
Korrelationskurven erkennbar: L5 und L4 konnen als Ergebnisse
fiir die freie Diffusion des Farbstoffs oberhalb der ESL betrachtet
werden. Fir L3 und L2 ist die Korrelationsamplitude reduziert,
was auf eine erhohte Farbstoffkonzentration in der ESL
hindeuten kann. Eine alternative Erklirung konnte ein erhéhtes
Hintergrundsignal an der ESL bzw. auch die teilweise Abdeckung
des konfokalen Volumens im Deckglas sein. Fiir L2 ist eine
Schwingung fiir gréflere 1 erkennbar, die der Frequenz der
Fokusbewegung entspricht, und so auf Intensititsinderungen
durch die auf- und ab-Bewegungen des Fokus hindeutet. Ab
L2 sind die Korrelationen mit dem Model nicht mehr sinnvoll

auszuwerten, was dadurch zu erkliren ist, dass der Fokus

Literatur- 4,4

wert
LS 4,5
L4 4,5
L3 3,8

(b) (c)

dehnung der ESL nur schwer zu bestimmen sind. Die so erhaltenen Fluoreszenz-Zeitspuren aus sechs Schichten L5 bis L0 entlang der optischen Achse wurden

getrennt ausgewertet. (b): Die Amplitude der Autokorrelation nimmt mit Annidherung an die ESL ab (L5 - L2) und verschwindet schlief8lich fiir Schichten

unterhalb der ESL (L2 - L0). (c): Der Diffusionskoeffizient des Farbstoffs entspricht fiir die ersten beiden Schichten L5 und L4 dem Literaturwert fiir freie

Diffusion. Fiir die Schicht L3 nahe der ESL wurde ein reduzierter Diffusionskoeffizient gefunden, der eine Beschrinkung der Diffusion durch die ESL vermuten

lasst. Die Messdaten der Schichten L2-L0 lielen sich mit dem hier genutzten Modell nicht sinnvoll auswerten.
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vollstindig im Deckglas bleibt und somit keine Fluoreszenz
der sich bewegenden Fluorophore mehr zu detektieren ist. Die
Diftusionskoefhizienten, die sich aus den Ausgleichsrechnungen
fur die Schichten L5 bis L3 ergeben, entsprechen fiir L5 und L4
dem Literaturwert des Farbstoffs fiir freie Diffusion. Fiir L3 ist
der Diffusionskoefhizient hingegen reduziert, was auf eine durch
die ESL beschrinkte Diffusion des Farbstofts hindeutet, aber
auch durch ein Vergroflern des Fokusvolumens aufgrund von
Abbildungsfehlern in der Néihe des Deckglases hervorgerufen
sein kann. Hier sind Kontrollmessungen notwendig.

Wir haben mit der Fluoreszenz-Korrelations-Spektroskopie
eine Methode, die uns das genaue Messen von Diffusion,
Konvektion und Konzentration von Blutbestandteilen auf
Einzelmolekiil-Ebene erlaubt. Durch unsere Variante der
Multi-Fokus-FCS koénnen wir auch gerichtete Bewegungen
aufldsen und steigern die Robustheit des Messautbaus
gegeniiber optischen Unregelmifligkeiten. Erste Messungen an
Endothelzellen bestitigen die Anwendbarkeit der Methode auf
unser Modellsystem.

In den néchsten Schritten werden wir das Kapillarmodell
weiter verfeinern und einen Konzentrationgradienten des
Blutplasmas bzw. der zu untersuchenden Molekiile iiber die
Endothelzellschicht mithilfe eines
Anschlieflend
Blutplasmas sowie Wirkstoffe in ihrem Bewegungsverhalten an

Zwei-Kammer-Systems

einfiihren. sollen auch Bestandteile des

der ESL, auch bei imitiertem Blutstrom, untersucht werden.
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bildlich gesprochen, vom Kopf zu den Fiiflen, indem sie nach
Kopfverletzungen und Verletzungen der Wirbelsdure, nach
Thoraxverletzungen und solchen des Abdomens schliefllich
mit Verletzungen der Extremititen enden. Jedes Kapitel ist
zudem in sich strukturiert. Stets folgt einer Beschreibung der
jeweiligen Anatomie eine Analyse der Verletzungen und, wo
moglich, ein Abschnitt zur Privention. Den Schlufi bilden
jeweils eine Zusammenfassung mit Aufgaben und ein zumeist
umfangreiches Literaturverzeichnis. Am Ende des Buches
finden sich die Losungen der gestellten Aufgaben sowie ein
vergleichsweise kurz gehaltenes Sachverzeichnis. Der untadelige
Text wird, fast iiberfliissig zu betonen, durch eine Vielzahl sehr
anschaulicher Bilder und Graphiken unterstiitzt. Selbst der
Einband unterscheidet sich wohltuend von so mancher heute
leider immer Oofter anzutreffenden Seitenverpackung. Fest,
robust und dauerhaft tritt dieser Band dem Leser entgegen, der
ihn getrost nach hause tragen kann in der Gewif3heit, eine Fiille
an Inhalt schwarz auf weif zu besitzen.
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