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Kapitel 1
Einleitung

Mit Laserstrahlung lassen sich Materialien mit dufserster Prézision bearbei-
ten. Dabei konnen durch starke Fokussierung der Laserstrahlen sehr hohe
Temperaturen in kleinsten Regionen erzeugt werden [1|. Aufgrund dieser
Prézision sind Laser auch fiir medizinische und biologische Anwendungen
von grofler Bedeutung. So konnen kleinste Geféfe selektiv verodet und Haut-
schichten prézise abgetragen werden; vor allem aber lassen sich Augenkrank-
heiten und Sehschwéchen mit fokussierter Laserstrahlung mikrometergenau
behandeln [2-6].

Wird Laserlicht aus dem sichtbaren Spektralbereich verwendet, konnen
durch Optiken mit grofer numerischer Apertur beugungsbegrenzte Fokus-
durchmesser von etwa 500 nm realisiert werden [7]. Fiir die selektive Mani-
pulation einzelner Zellen reicht eine starke Biindelung des Laserstrahls somit
aus. Aufgrund von Plasmabildung, explosiver Verdampfung oder Warmelei-
tung in die Umgebung sind die Schadensbereiche im Zielgebiet des Gewebes

allerdings meist noch vergrofert (8, 9].

Um dagegen subzelluldre biologische Strukturen, wie z.B. die lediglich
5-50nm grofen Proteine, selektiv zu zerstoren, sind noch feinere Techniken
erforderlich. Ein mdogliches Verfahren hierzu ist die Nanopartikel-assistierte
Laserinaktivierung (NALI) von Proteinen, die den Schwerpunkt dieser Arbeit
darstellt. Bei der NALI wird eine im Vergleich zur Umgebung viel stirkere

Lichtabsorption der Zielstrukturen ausgenutzt, um die Bestrahlungsenergie
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2 KAPITEL 1. EINLEITUNG

zu deponieren. Dazu werden zuniichst Nanopartikel (& ~ 1 — 100nm), die
Licht einer bestimmten Wellenlinge besonders gut absorbieren, an die zu
schidigenden Proteine gekoppelt. Wird das System dann mit kurzen Laser-
pulsen der entsprechenden Wellenldnge bestrahlt, konnen die Nanopartikel
— abhédngig von der Laserpulsdauer und der Hohe der Bestrahlung — stark
erhitzt werden. Diese grofe Temperaturerhéhung fiihrt dann entweder direkt
durch thermische Schidigung oder mittelbar durch Kavitationsblasen oder
andere Sekundarprozesse zu einer Zerstérung der biologischen Zielstrukturen
|10]. Dabei ermoglicht die Verwendung einer Laserpulsdauer, die nicht viel
grofer als die thermische Einschlusszeit der absorbierenden Nanopartikel ist,
die thermophysikalischen Effekte der NALI auf die unmittelbare Umgebung

der Nanopartikel zu beschrinken.

Werden viele Proteine innerhalb oder an der Membran einer Zelle mit
Nanopartikeln gekoppelt, kann mittels NALI die ganze Zelle zerstort wer-
den [11, 12|. Die selektive Zerstorung von krankhaften oder verdnderten Zel-
len bzw. Zellverbéinden mittels Laserbestrahlung von Nanopartikeln ist In-
halt der Nanopartikel-Zellchirurgie (nanoparticle cell surgery, NPCS). Wel-
che physikalischen oder chemischen Effekte der erhitzten Partikel dabei genau
fiir die Zellschddigung verantwortlich sind, ist noch nicht genau verstanden

und wird zurzeit intensiv erforscht [10, 13].

Fiir ein neuartiges Verfahren innerhalb der NPCS sollen bestimmte intra-
zellulére Proteine gezielt ausgeschaltet werden, ohne die Zelle in ihrer Gesamt-
heit zu schidigen, was in Abb. 1.1 schematisch dargestellt ist. Dazu werden
zunichst Nanopartikel-Antikorper-Konjugate in die Zelle eingeschleust, die
spezifisch an die Zielproteine koppeln. Hierdurch wird, iiber viele verschiede-
ne Orte in der Zelle verstreut, eine sehr hohe rdumliche Auflésung erreicht.
Anschliefsend wird die Zelle oder ein ganzer Zellverband systemisch bestrahlt,
wobei nur die biologischen Zielstrukturen geschadigt werden, die sich in un-
mittelbarer Nidhe der Nanopartikel befinden. Neben dem langfristigen Ziel,
durch fehlerhafte Proteine ausgeloste Krankheiten zu behandeln, kann mit
dieser Methode auch die Funktion bestimmter Proteine durch deren gezielte

Inaktivierung untersucht werden.



Abbildung 1.1. Schematische Darstellung zur selektiven Proteininaktivierung mit-
tels Laserbestrahlung von Goldnanopartikeln. a) Die mit Antikérpern beschichte-
ten Goldpartikel binden bestimmte Proteine innerhalb einer Multi-Protein-Matrix
(z.B. in Zellen). Wird das System dann mit griinen Laserpulsen bestrahlt, wer-
den die Nanopartikel stark erhitzt. b) Durch thermophysikalische oder chemische
Prozesse werden Proteine im direkten Umfeld der Goldpartikel geschéidigt. Die
Proteine selbst absorbieren die Strahlung nicht, daher bleiben sie aufterhalb des
Schadensbereichs intakt.

Wissenschaftlicher Stand bei Beginn dieser Arbeit. Mit ultrakur-
zen Pikosekunden-Laserpulsen und wenige Nanometer grofen Goldpartikeln
konnen fiir sehr kurze Zeiten (< 100 ps) Temperaturen von etlichen 1000 °C
in extrem kleinen Volumina (wenige Zeptoliter) erzeugt werden [14]. HUTT-
MANN und RADT zeigten anhand von in-vitro-Bestrahlungsexperimenten,
dass die an lasererhitzte Goldnanopartikel gekoppelten Enzyme alkalische
Phosphatase und a-Chymotrypsin inaktiviert werden konnen, wenn die Be-
strahlung hoch genug ist [15, 16]. Als Ursachen fiir die Inaktivierung der Pro-
teine wurden neben einer thermischen Denaturierung auch Disruption oder
Schéden durch Kavitationsblasenbildung sowie photochemische Reaktionen
in Betracht gezogen.

Bei den Bestrahlungsexperimenten von RADT wurden 15 nm grofse Gold-
partikel mit den genannten Enzymen beschichtet und mit 35 ps- sowie 6 ns-

Laserpulsen bestrahlt [16]. Auferdem wurden magnetithaltige Silicamikro-
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partikel (@ > 8 um) mit den Enzymen gekoppelt und mit 15 ps-Laserpulsen

bestrahlt. Zusammengefasst fiihrten die Experimente von RADT zu folgenden

Ergebnissen [16]:

Bei Bestrahlung mit 35 ps-Pulsen wird oberhalb von 10mJ/cm? ei-
ne Enzyminaktivierung beobachtet, die mit zunehmender Bestrahlung
kontinuierlich ansteigt. Die Abhéngigkeit der Inaktivierungsrate von
der applizierten Bestrahlung ist bei alkalischer Phosphatase und -

Chymotrypsin vergleichbar.

Eine thermische Enzyminaktivierung, die durch die Arrhenius-Kinetik
beschrieben werden kann, ist auszuschlieffen. Die Enzyminaktivierung
ist entweder nicht thermisch bedingt oder die Arrheniusgleichung kann
nicht zu sehr kurzen Heizdauern mit hohen Temperaturen extrapoliert

werden.

Die wahrscheinlichste Temperaturschwelle fiir das Einsetzen der Pro-
teininaktivierung ist der Schmelzpunkt der Goldpartikel. Deren Schmelz-
beginn wird durch das Einsetzen der in TEM-Bildern erkennbaren Par-

tikelfragmentierung definiert.

Eine Kavitationsblasenbildung um die lasererhitzten Goldpartikel fiihrt

nicht zu einer Enzyminaktivierung.

Lineare photochemische Prozesse sind nicht fiir die Proteinschidigung

verantwortlich.

Nichtlineare photochemische Prozesse, Elektronenemissionen der Par-
tikel am Schmelzpunkt und oberflichenverstirkte Mehrphotonen-Ab-

sorption koénnten fiir die Proteininaktivierung verantwortlich sein.

Der durch das lasererhitzte Nanopartikel erzeugte Schaden bleibt auf
die Proteinlage direkt an der Partikeloberfliche begrenzt.



Ziele dieser Arbeit. Nachdem RADT et al. die grundlegenden Untersu-
chungen zur NALI von Proteinen durchfiihrten, wurden in dieser Arbeit die
Schadensmechanismen weiter in vitro untersucht. Die wesentlichen Arbeits-

ziele waren:

e Die weitere Aufklarung der relevanten physikalischen, chemischen und

biologischen Schadensmechanismen.

e Die Bestimmung der fiir die NALI optimalen Laserstrahlparameter und

Partikelgrofen.

e Eine genauere Bestimmung der Schadensreichweite.
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Kapitel 2

Theoretische Grundlagen

2.1 Laserinduziertes Erhitzen von Nanoparti-
keln

In diesem Abschnitt sind die grundlegenden physikalischen Mechanismen, die
mit der laserinduzierten Erhitzung von Goldnanopartikeln verbunden sind,
dargestellt. Dazu werden zunéchst die ungewohnlichen optischen Eigenschaf-
ten der Nanopartikel erértert. Die beiden darauf folgenden Teile befassen sich
dann mit der Wirkung der Laserstrahlen auf die Teilchen und Berechnungen
fiir die Temperaturentwicklung eines Goldpartikels und seiner wéssrigen Um-

gebung wiahrend und nach einer Laserbestrahlung.

2.1.1 Optische Eigenschaften von Metallnanopartikeln

Schon in der Antike wurden die besonderen optischen Eigenschaften metalli-
scher Nanopartikel dazu ausgenutzt, um Glas fiir Trinkgefife und Kirchen-
fenster zu firben [17]. Geringe Mengen von Kupfer, Silber und Gold wurden
je nach Farbwunsch in bestimmten Verhéiltnissen geschmolzenem Glas zu-
gesetzt und erzeugten so eine intensive Farbe im Glas. Die Ursache dieser
intensiven Farbungen, metallische Nanopartikel im Glas, wurde erst viel spé-
ter, 1857, von FARADAY und danach, 1904, von KIRCHNER und ZSIGMODY
ausfiihrlich untersucht |18, 19|. Das Farben von Glas durch Nanopartikel ist

7



8 KAPITEL 2. THEORETISCHE GRUNDLAGEN
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Abbildung 2.1. Zur Entstehung von Oberflichenplasmonen: Das elektrische Feld
des einfallenden Lichts verursacht eine Verschiebung der Leitungselektronen gegen
die positiv geladenen lonenriimpfe im Nanopartikel. Da das E-Feld zeitlich oszilliert,
werden die Elektronen zu Schwingungen um ihre Gleichgewichtslage angeregt.

wahrscheinlich die erste Nutzung von Nanotechnologie durch den Menschen.

Lichtabsorption durch Anregung von Oberflichenplasmonen. Die
optischen Eigenschaften von Metall (Absorption und Reflexion) &ndern sich,
wenn es in extrem kleine Partikel aufgeteilt wird. Besitzen die Partikel ei-
ne Grofe im Nanometerbereich, lasst sich mit Licht eine besondere elektro-
nische Anregung stimulieren: Die Oberflichenplasmonen, oder genauer, das
Oberflichenplasmon-Polariton |20, 21]. Oberflichenplasmonen sind durch ein
aufseres oszillierendes elektrisches Feld angeregte kollektive Oszillationen der
freien Leitungselektronen auf der Oberfliche von Metallen. Sie entstehen,
weil die gegen die positiv geladenen Ionenriimpfe verschobenen Leitungs-
elektronen und die Riickstellkraft durch die Coulomb-Wechselwirkung ein
schwingungsfahiges System bilden, so wie es in Abb. 2.1 illustriert ist. Beim
Oberflichenplasmon-Polariton handelt es sich speziell um eine zum einfal-
lenden Licht transversale kollektive Schwingung der Leitungselektronen. Ei-
ne solche Anregung tritt nur bei sehr kleinen Strukturen in der Gréfenord-
nung der frequenzabhingigen Eindringtiefe des elektromagnetischen Feldes
in einen metallischen Festkorper auf. Im Bereich der Lichtfrequenzen liegt
diese fiir Metalle bei einigen Nanometern, was bei den in dieser Arbeit ver-

wendeten Partikelgrofen erfiillt ist |7].
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Die charakteristischen Eigenschaften des oszillierenden Systems, insbe-
sondere seine Resonanzfrequenz, héingen von Grofe, Form und Material der
Metallpartikel sowie von Grenz- und Oberflicheneffekten ab. Bei sphérischen
Partikeln, die sehr klein gegeniiber der einfallenden Wellenlénge sind, kann
das Feld der Lichtwelle als konstant iiber die Teilchengrofe angesehen werden.
Bei dieser quasistatischen Ndherung ist nur eine reine Dipol-Oszillation mog-
lich, wiahrend bei groferen Partikeln auch hohere Moden angeregt werden.
So entstehen oberhalb von 100 nm auch quadrupolare Plasmonenresonanzen,
welche zu einer zweiten Absorptionsbande mit niedrigerer Frequenz fiihren
[20]. Zudem entstehen bei groferen Teilchen auch noch Verluste durch Ober-
flachenstreuung, welche die Resonanzeffizienz verringern. Da die in dieser Ar-
beit verwendeten Nanopartikel mit 6, 15 und 30 nm Durchmesser um mehr als
einen Faktor 10 kleiner als die Wellenlingen des sichtbaren Spektralbereichs
sind, tritt hier mafigeblich eine Dipol-Resonanz auf. Bei diesen Partikelgro-
fsen sind die Resonanzfrequenzen sehr dhnlich, wie die Absorptionsspektren
in Abb. 2.2 zeigen.

1,0

0,8

0,6

oD

0,4

0,2

532 nm

0,0 L | L | L | L | | L
400 450 500 550 600 650 700

Wellenlange [nm]

Abbildung 2.2. Gemessene Absorptionsspektren von Hydrosolen mit 6, 15 und
30 nm grofsen Goldpartikeln. Die Resonanzabsorption dieser Teilchen liegt je nach
Partikelgrofte zwischen 520 und 530 nm. Die beiden vertikalen Linien entsprechen
den Emissionslinien der beiden in dieser Arbeit verwendeten Laser.
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Berechnung der Resonanzabsorption nach der Mie-Theorie. Die
Resonanzabsorption eines homogenen, sphirischen Metallpartikels, das in ei-
nem transparenten Dielektrikum eingebettet ist, ldsst sich aus der klassischen
Elektrodynamik theoretisch berechnen. Dies wurde im Jahre 1908 zum ers-
ten Mal von GUSTAV MIE publiziert und begriindete die nach ihm benannte
Mie-Theorie, mit der die Streu- und Absorptionseigenschaften solcher Me-
tallnanopartikel ezakt vorhergesagt werden konnen [22]. Da die Komplexitét
dieser Berechnungen den Rahmen dieser Arbeit iiberschreitet, wird hier nur
das grundlegende Konzept dargelegt; fiir eine detaillierte Beschreibung sei
auf die Arbeiten von KREIBIG und VOLLMER oder VAN DE HULST verwie-
sen [20, 23|.

Um die elektrischen und magnetischen Felder innerhalb und auferhalb
eines Metallpartikels zu bestimmen, 16ste MIE die Maxwell-Gleichungen fiir

ein dielektrisches Medium ohne freie Ladungen p und Strome f,

. 5—0 ©xiB-_95
dt
V.B=0 wf?:%ﬁ, (2.1)

in dem eine unendlich ausgedehnte ebene Welle auf eine Metallkugel trifft.
Hierbei sind E und H die elektrische bzw. magnetische Feldstirke sowie
D und B die elektrische bzw. magnetische Flussdichte. Die Losungen miis-
sen dabei den Stetigkeitsbedingungen an der Grenzfliche Partikeloberfliche —
Dielektrikum

(B B)xi] =
Grenzflache

[(ﬁa - ﬁ) X ﬁ} =0 (2.2)
Grenzflache

fiir die tangentialen Komponenten und

[(emEa — ) ) i

] Grenzflache

j — H;) -7 = 0 2.3
[( ) n] Grenzflache ( )
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fiir die senkrechten Komponenten der elektrischen bzw. magnetischen Felder
geniigen. Die Indizes ,,i*
auferhalb des Partikels. 7 ist der Flicheneinheitsvektor der Partikelober-

fliche. Wihrend die komplexe dielektrische Funktion des Partikelmaterials

und ,,a* kennzeichnen den Bereich innerhalb und

€(A) = €1 + ieg stark frequenzabhéngig ist, kann die reellwertige Dielektri-
zitdtszahl des umgebenden Mediums €,, in der Regel als frequenzunabhén-
gig angenommen werden. Ebenso wird das Medium als isotrop betrachtet.
Anders als die dielektrische Zahl bzw. die dielektrische Funktion spielt die
Permeabilitiatszahl g hier praktisch keine Rolle, da weder Goldpartikel noch

Dielektrikum magnetisch sind. Daher kann p = 1 gesetzt werden.

Weil es sich hier um ein kugelsymmetrisches Problem handelt, fiihrte
MIE die Berechnungen in Kugelkoordinaten mit Ursprung im Partikelzen-
trum durch und erhielt so die Wirkungsquerschnitte fiir Extinktion, Streuung

und Absorption durch Multipolentwicklung des elektromagnetischen Feldes:

P -
Can(N) = o > (=1%) Im{a, — b}, (2.4)
=1
N o ac]? = [bef?
str A = y 2.
ostr(A) QWEmLz:; 2L+ 1 (2:5)
Uabs<)\) - Uezt()\)_astr()\> (26)

[22]. Hierbei geben die Streukoeffizienten ay, und by, den Beitrag der L-ten
elektrischen bzw. magnetischen Multipolschwingung an (L ist die Ordnung
der Multipolschwingung) und A ist die Vakuum-Wellenlénge des einfallenden
Lichtes.

Fiir im Verhéltnis zur Wellenlénge sehr kleine Partikel (R < \) kann das
anregende elektromagnetische Feld ndherungsweise als konstant iiber die Par-
tikelabmessungen angenommen werden. Dadurch entsteht eine reine Dipol-
Oszillation (héhere Moden werden bei dieser quasistatischen Ndherung ver-
nachlissigt). Entsprechend kann die Multipolentwicklung der Gleichungen
2.4 und 2.5 mit hinreichender Genauigkeit bei L = 1 abgebrochen werden.
Fiir die Streukoeffizienten gilt dabei:
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a; = —2ap 20 T 26, und ap =0 fiir L > 1, (2.7)
1 E(N) — €
by :——a%-e()—e und by, =0fir L > 1 (2.8)
15 €Em
, R
mit  ap = 27TX\/6m (2.9)

[22]. Nach Gl. 2.9 wird fiir die Voraussetzung R < A der Koeffizient ar < 1.
Daraus ergeben sich zwei Schlussfolgerungen:
1. Die Extinktion nach Gl. 2.4 wird durch den elektrischen Streukoeffizienten
ay der dipolaren Partialwelle dominiert; die magnetische Anregung kann da-
gegen vernachlassigt werden.
2. Die Streuung von Licht an dem Metallpartikel ist ebenfalls vernachlissig-
bar, da der reellwertige Summand in GIl. 2.5 sehr klein wird. Somit folgt fiir
die Absorption schlieflich das Ergebnis dieser Ndherungslosung mit

Dipol R 67371/2 Im {g()\)}

Tars(N) = 0t (A) 2 24 — C(Re {e(\)} + 26,)2 + Im {e(A)}2 (2.10)

Absorptionseffizienz. An GIl. 2.10 ist gut zu erkennen, dass die charak-
teristische Resonanzabsorption eines spharischen Nanopartikels von der Teil-
chengrofe und den Materialparametern des Teilchens und seiner Umgebung
abhingt. Mit Kenntnis der Partikelgrofe und der Materialparameter lassen
sich die optischen Eigenschaften dann berechnen. Fiir die Darstellung und
den Vergleich der Absorptionsquerschnitte unterschiedlicher Teilchengrofen
ist es niitzlich, die Extinktions- respektive Absorptionsquerschnitte zunéchst
auf die jeweiligen Querschnittsflichen der Partikelgrofsen zu normieren, wo-

durch die Absorptionseffizienz, oder auch der Q-Faktor

Oabs ()\)

Qabs()\> = R2r

(2.11)
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T T T § 5f 1

210 B c

L S o} ]
1,8 8

L § 5t
1,6 z

L §-107 —— Re{g}
14 E — Im{e}

L %—157
1,2+ © 400 450 500 550 600 650 700

L Wellenlange [nm]
1,0 |

Q-Faktor

08/
0,6/
04/
0.2}

| L L
500 55 600 650 700

1 1
'400 450
Wellenlange [nm]

Abbildung 2.3. Nach der Mie-Theorie berechnete Absorptionseffizienzen fiir 6 nm
(griin), 15nm (rot) und 30nm (blau) Goldpartikel in Wasser (e, = 1,77). Zum
Vergleich: Die gestrichelte schwarze Linie zeigt die experimentell gemessene Ab-
sorption einer 15nm Goldpartikellosung (vgl. Abb. 2.2). Theorie und Experiment
liefern hier eine gute Ubereinstimmung mit dem Resonanzmaximum bei 522nm
(vertikale Linie). Oben rechts ist die fiir die Berechnung der Q-Faktoren nach Gl.
2.10 herangezogene dielektrische Funktion von Gold gezeigt, die aus experimentell
bestimmten Daten stammt und interpoliert wurde [24]. Ihr Realteil ist in Schwarz
und ihr Imaginérteil in Rot dargestellt.

definiert ist. Nach dem Einsetzen der Materialwerte in Gl. 2.10 folgen mit GL.
2.11 die in Abb. 2.3 dargestellten Absorptionseffizienzen. Der Grafik ist eine
wichtige Eigenschaft der Goldnanopartikel zu entnehmen, die eine direkte Fol-
ge der elektrodynamischen Charakteristik dieses Systems ist: Die Q-Faktoren
konnen bei Dipol-Resonanz ab einer bestimmten Grofse grofser als Eins wer-
den, d.h. sie absorbieren mehr Licht als ihr geometrischer Durchschnitt es
erlauben wiirde. Die Q-Faktoren fiir einige in dieser Arbeit wichtigen Wellen-

langen sind in Tab. 2.1 zusammengefasst.
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[ Ocoldpartikel | 520nm | 522nm [ 527nm | 532nm |

6 nm 0,38 | 0,39 | 038 | 0,35
15nm 0,06 | 0,97 | 094 | 0487
30 nm 1,92 | 1,93 | 1885 | 1,74

Tabelle 2.1. Q-Faktoren aus Abb. 2.3, angegeben fiir das Resonanzmaximum bei
522nm, die 527 nm-Emissionslinie des Nd:YLF-Lasers und die 532 nm-Linie des
Nd:YAG-Lasers. Die Bestimmung der Goldpartikelkonzentration erfolgt durch die
Messung der Absorption bei 520 nm.

2.1.2 Erhitzen von Nanopartikeln mit Laserpulsen

Nach den Ausfiihrungen im letzten Unterabschnitt ist nun verstindlich, dass
mit Licht Energie in Form von Plasmonenschwingungen im Nanopartikel de-
poniert werden kann, die durch Zerfall der Plasmonen in Wérme umgewan-
delt wird. Dabei ist klar, dass das Nanopartikel um so mehr Energie absor-
biert, je grofer der Q-Faktor bzw. Absorptionsquerschnitt des Teilchens fiir
die eingestrahlte Wellenlénge ist. Auferdem ist versténdlich, dass mit zuneh-
mender Lichtintensitit auch steigende Energiebetrige im Teilchen deponiert
werden. Allerdings gibt das erhitzte Partikel einen grofen Teil der Wérme
auch wieder an seine wissrige Umgebung ab. Aufgrund dieser Warmeleitung
sind nur sehr kurze Laserpulse zum Erreichen hoher Partikeltemperaturen

geeignet.

Thermalisierung des absorbierten Laserpulses im Goldpartikel. Die
Wechselwirkung von ultrakurzen Laserpulsen mit Edelmetallnanopartikeln
wurde mit ultraschneller zeitaufgeloster optischer Spektroskopie und Ront-
genstreuungsexperimenten in den letzten Jahren intensiv untersucht [25-29).
Dabei wurde das folgende Modell zur Erklarung der Erhitzung von Nano-
partikeln durch Laserpulsabsorption entwickelt: Wenn die Wellenldnge bzw.
Frequenz des Laserlichtes auf die Plasmonenresonanzfrequenz des Metallpar-
tikels abgestimmt ist, erfolgt zuerst eine maximale Anregung der Plasmonen-
schwingung. Diese zerféllt dann innerhalb weniger 10 Femtosekunden durch
die Erzeugung von Elektronen-Loch-Paaren (Exzitonen) im Leitungsband des
Metallgitters (Intrabandanregung) [30]. Anschliefend erfolgt die Thermali-
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sierung, also die Relaxation der nichtgleichgewichtsartigen Elektronenvertei-
lung in eine gleichgewichtsartige Fermi-Verteilung, mittels Elektron-Elektron-
Wechselwirkung innerhalb weniger 100 Femtosekunden [30]. Die Elektronen-
temperatur im Leitungsband kann dann wegen der geringen Warmekapazitit
der Elektronen etliche 1000 Kelvin erreichen. Durch Streuung von Elektronen
oberhalb der Fermi-Kante mit Phononen des Goldkristallgitters (Elektron-
Phonon-Kopplung) kommt es dann innerhalb von etwa 500 —800 Femtosekun-
den zum gegenseitigen Temperaturausgleich [25]. Bei entsprechender Bestrah-
lung konnen hierbei Kristallgittertemperaturen von mehreren 1000 Kelvin
entstehen, die neben einer abrupten thermischen Expansion zum Schmelzen
und sogar zum Fragmentieren oder Verdampfen des Metallpartikels fiihren
konnen |27, 29].

Homogene Temperaturverteilung im Goldpartikel. Nachdem sich
das Goldpartikel durch die Laserpulsabsorption innerhalb von wenigen Pi-
kosekunden stark erhitzt hat, folgt ein Energierelaxationsprozess in Form
einer Phonon-Phonon-Wechselwirkung mit der umgebenden wéssrigen Ma-
trix. Das zeitliche Verhalten dieses Warmetransfers durch die Partikelgrenz-
fliche in das Medium (Wérmeleitung) wurde von HU und HARTLAND fiir
verschiedene Goldpartikelgréfen mittels Pump-Probe-Spektroskopie ausfiihr-
lich untersucht [31]. Insbesondere erhielten sie fiir 5nm grofe Goldpartikel
eine Zeitkonstante von 7 = 10(£5) ps, fiir 15nm Partikel 7 = 50(£10) ps und
fiir 26 nm Teilchen 7 = 130(£20) ps. Die kleineren Partikel haben aufgrund
ihres groferen Oberflichen-zu-Volumen-Verhiltnisses eine erheblich kiirzere
Relaxationszeit. Da diese Zeitkonstanten um etwa eine bis zwei Grofsenord-
nungen hoher als die innere Relaxationsdauer des Goldpatikels sind, kann
die Thermalisierung bzw. Temperaturverteilung im Nanopartikel stets als

rdumlich homogen betrachtet werden.

2.1.3 Warmeleitung

Die Warmeleitung inner- und aufserhalb eines Nanopartikels spielt eine zen-

trale Rolle bei der Temperaturentwicklung des gesamten Systems. Die An-
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nahme einer schnellen Warmeleitung innerhalb des Nanopartikels erlaubt da-
bei eine wichtige Vereinfachung bei der Losung der Warmeleitungsgleichung:
Das kugelférmige Goldpartikel wird durch den Laserpuls rdumlich homogen
erhitzt, und genauso homogen wird es danach von seiner wissrigen Umge-

bung auch wieder gekiihlt.

Wirmeleitungsgleichung. Bis zu einer Erwérmung auf 7' < 0,8 Ty, (Sie-
depunkt von Gold T,, = 3129K) betrigt der Dampfdruck von Gold weni-
ger als 1% von dem bei dessen Siedepunkt [27]. In diesem Fall kann die
Verdampfung von Gold vernachldssigt werden und das Partikel gibt seine
Wirme durch Wérmeleitung an seine wassrige Umgebung ab, was durch die

Wiérmeleitungsgleichung (Fourier‘sche Differentialgleichung)

o1 (7,t) L1 .
5 RNT(7)t) = s q(T,t) (2.12)

beschrieben werden kann. Darin sind 7" die Partikeltemperatur bei den Ko-
ordinaten 7" zur Zeit t sowie p, ¢, und s die Dichte, Warmekapazitit und
Wirmediffusivitat des umgebenden Wassers. Der Quellterm ¢(7, ¢) beschreibt
das Aufheizen des Absorbers durch den Laserpuls, die beiden anderen Terme
auf der linken Seite der Gleichung die rdumliche und zeitliche Temperatur-
entwicklung des Systems. Da die Wéarmediffusivitiat « und die volumetrische
Warmekapazitét pc, nur eine schwache Temperaturabhéngigkeit aufweisen,
konnen diese zur Vereinfachung der Losung von GI. 2.12 als temperaturunab-
héngig angenommen werden [32]. Auch sollen Warmeiibergangswiderstinde
(z.B. durch Dampfblasenbildung) zunéichst vernachléssigt werden, hierauf

wird spéiter noch eingegangen.

Losung der Wiarmeleitungsgleichung fiir eine Punktquelle. Sei zu-
néichst der denkbar einfachste Fall angenommen: Eine punktférmige und in-
finitesimal kurz erhitzte sowie auf ¢ = 1 normierte Quelle (in Kugelkoordina-
ten): q(r,7' t,t') — 0(r —r")o(t — t'). Fiir diesen Quellterm ist die einfachste
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Lésung von Gl. 2.12 die Greensche Funktion [33]:

) = o . 213)
rt)=———=-exp|(——|. :
g 8pc,(mrt)3/? P\ " dnt

Da in einem homogenen Medium aufgrund der Linearitdt der Warmeleitungs-
gleichung das rdumliche und zeitliche Superpositionsprinzip gilt, ldsst sich
die Warmeleitungsgleichung fiir jede beliebige volumetrische Leistungsdichte
q(7,t) durch Faltung mit Gl. 2.13 l6sen:

t
T 1) = g7 1) @ g(F, 1) = / / G(F — 7t — g7 ). (2.14)
0oV

Losung der Wirmeleitungsgleichung fiir kugelférmige Partikel.

Fiir raumlich ausgedehnte Quellen, die an ein Medium mit anderen Material-
parametern grenzen, verliert das rdumliche Superpositionsprinzip aufgrund
der unterschiedlichen thermischen Materialeigenschaften von Absorber und
Medium seine Giiltigkeit, was die Herleitung analytischer Losungen erschwert.
Fiir simple Geometrien konnen jedoch analytische Losungen gefunden wer-
den. So ist es GOLDENBERG und TRANTER 1952 gelungen, eine analytische
Losung der Wéarmeleitungsgleichung fiir eine Kugel, die von einem unendli-
chen Medium umgeben ist, herzuleiten [34]. Unter Annahme einer konstan-
ten, rdumlich homogenen Leistungszufuhr ¢ im Teilchenvolumen 4/3m - R?

erhielten sie:

K 1 r?
Ti(r,t) = R2Kil<3_f<12+6<1_§) —

2Rb /Ooexp(—/ﬁtyz/RQ) (siny — ycosy)sin(yr/R) p )
0

T y (csiny —ycosy)? + (bysiny)?
R q ([ Ki 2 ooexp(—lflty2/R2)
0

(siny — ycosy)(bysiny cosdy — (csiny — y cosy) sin dy)
. : dy
(csiny — ycosy)? + (bysiny)?
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. KQ K1 KQ r K1
ot R B gy
m lijl Ko ¢ }ifl R K9

Hierbei kennzeichnen die Indizes , 1 und ,2“ den Raum innerhalb der Kugel
und auferhalb im Medium. K; und K5 sind die entsprechenden Warmeleit-
fahigkeiten (K = kpc,) und y ist die Integrationsvariable. Da bei den Experi-
menten die mittleren Abstdnde der Nanopartikel untereinander im Verhéltnis
zu ihren Abmessungen groft waren (Say—au/Ray = 150), kann die Ndherung

eines unendlich ausgedehnten Mediums hier herangezogen werden.

Weil das Superpositionsprinzip im Zeitbereich auch weiterhin gilt, konnen
mit den Gleichungen 2.15 der ortliche und zeitliche Temperaturverlauf des

Systems nach Absorption eines zeitlichen Rechteckpulses der Dauer 74 mittels

Tn(r,t,m) = Ti(r,t) — Ti(r,t — m)
mit t=1firr<R und i=2firr >R (2.16)

berechnet werden. Auferdem berechnet sich die volumetrische Leistungsdich-

te ¢ in den Gleichungen 2.15 aus den experimentellen Parametern nach

Eaps

1 HQurR> 3HQ
absT abs
- . = . 2.1
4 ™ 4/3-7R3 4R (2.17)

Hierbei sind H die Bestrahlung oder Fluenz durch den Laserpuls (meist in
mJ/cm? angegeben) und E,, = oasH die vom Partikel absorbierte Energie.
Zusammengefasst beschreiben die Gleichungen 2.15—-2.17 also die Tempera-
turentwicklung innerhalb (77) und auRerhalb (73) des Nanopartikels, wenn
zum Zeitpunkt ¢ = 0 ein Laserstrahl das Nanopartikel mit einer konstan-
ten Heizrate fiir die Dauer 7 erwdrmt. Da die Partikeltemperatur stets als
rdumlich homogen betrachtet wird, ist die zeitliche Temperaturentwicklung
des Partikels und seiner wéassrigen Umgebung durch 7, und die Randbedin-
gung

Ty =T, am Ortr =R, fiirVvt, (2.18)
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bestimmt.

In Wirklichkeit besitzt der zeitliche Verlauf der Laserpulse keine Recht-
eckform, sondern héufig eine Gaufform. Um nun den Temperaturverlauf des
Systems fiir beliebige zeitliche Pulsformen respektive variierende Heizraten
zu berechnen, wird das Zeitintervall fiir die Warmezufuhr immer weiter ver-
kiirzt, bis schlieflich eine infinitesimal kurze, dann aber als konstant ange-
nommene Erwirmung stattfindet. Mit dieser numerischen Ndherung kann die

Temperaturantwort 75 am Ort r dann nach

Té(r,t) = Alir—I}OTHO” t At)

3HQups
mit g = 4RQA: (2.19)

berechnet werden. Mit Gl. 2.19 l&sst sich nun aufgrund der zeitlichen Linea-
ritdt der Warmeleitungsgleichung der zeitabhéngige Temperaturverlauf am
Ort 7 fiir eine Bestrahlung mit beliebiger zeitlicher Pulsform berechnen. Dazu
wird zunéchst der zeitliche Verlauf des Laserpulses, beschrieben durch f(t),
auf Eins normiert, [ f(¢t)dt =1, und dann im Zeitbereich mit T gefaltet:

T(r,t) =Ts(r,t) @ f(t). (2.20)

Temperatursimulationen. Mit den Gleichungen 2.15—2.20 lisst sich al-
so mittels numerischer Berechnung der Temperaturantwort auf eine infini-
tesimal kurzzeitige Erwarmung mit konstanter Heizrate auch die Tempera-
turantwort des Nanopartikels und seiner Umgebung auf einen gaukférmigen
Laserpuls bestimmen. Allerdings sei an dieser Stelle ausdriicklich darauf hin-
gewiesen, dass es sich hierbei lediglich um grobe Ndherungen handelt, weil

gleich mehrere Effekte unberiicksichtigt bleiben:

e An der Grenzfliche zwischen zwei Materialien existiert ein Warmeiiber-

gangswiderstand, der Kapitza- Widerstand Rp:

1 AT 1d
= mit ¢” @

R PR “Fa

(2.21)

[35]. Er wird durch die Quantisierung der Wérmeleitung im Partikel
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mittels Phononen und deren Streuung an der Materialgrenzfliche ver-
ursacht |36]. Dieser Wérmeiibergangswiderstand tritt vor allem dann
in Erscheinung, wenn die freie Weglinge der Phononen grofer als die
Partikelabmessungen ist oder sehr grofe Wirmefliissse d@)/dt durch
die Materialgrenzfliche F' entstehen [37|. Von PLECH et al. wurde die
Wirmeleitfiahigkeit der Goldnanopartikel-Wasser-Grenzfliche zu G =
(1054 15) X% bestimmt [29]. In dieser Arbeit wurde G jedoch verein-
fachend als unendlich grofs angenommen.

Der Kapitza-Widerstand behindert beim erhitzten Nanopartikel den
Wiérmeabfluss in die Umgebung. Dies wirkt sich insbesondere dann
stark auf die Temperaturentwicklung des Partikels aus, wenn die Wir-
meleitung wdhrend der Pulsabsorption eine grofe Rolle spielt, so wie
es bei der Anregung mit den Nanosekunden-Laserpulsen der Fall ist.
Bei dem in dieser Arbeit verwendeten Nanosekundenlaser liegt die
Laserpuls-Heizdauer bei iiber 10 ns, wihrend sich die gesamte Tempera-
turrelaxation im Bereich von nur 12—172 ps abspielt [31]. Bei dieser im
Vergleich zur Temperaturrelaxation lange dauernden Laserpulsabsorp-
tion kann das Partikel die absorbierte Energie stindig an seine Um-
gebung abgeben; die Kiihlung durch das Wasser ist hier somit dufserst
effektiv. Daher ist fiir einen gewissen Temperaturanstieg des Nanoparti-
kels bei ns-Pulsen eine deutlich grofere Heizleistung bzw. Bestrahlung
erforderlich als bei ps-Pulsen.

Da der Kapitza-Widerstand die Warmeleitung respektive Kiihlung an
der Partikeloberfliche reduziert, erreichen die Goldpartikel beim laser-
induzierten Erhitzen im Inneren eine hohere Spitzentemperatur als die
nach den Gleichungen 2.15 - 2.20 berechnete; insbesondere die sehr klei-
nen 6nm Partikel, bei denen sich der Kapitza-Widerstand aufgrund
ihres grofen Oberflichen-zu-Volumen-Verhéiltnisses am stirksten aus-

wirkt.

Bildung von Dampfblasen. Spétestens wenn das erhitzte Partikel ei-
ne bestimmte Grenztemperatur, den spinodalen Punkt von Wasser bei

Normaldruck, erreicht, ist ein fliisssiger Phasenzustand des Wassers an
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der Partikelgrenzfliche nicht mehr moglich. Dann entsteht eine Dampf-
bzw. Kavitationsblase um das Partikel herum, welche es thermisch iso-
liert (Verlust der Kiihlung). Gleichzeitig dndert sich dabei die Brechzahl
des umgebenden Mediums und damit die elektrodynamische Charak-
teristik des Systems, so dass die Voraussetzungen fiir eine Resonanz-
absorption bei der verwendeten Wellenldnge nicht mehr gegeben sind.
Diese Thematik wird in Abschnitt 2.2.1 nochmal ausfiihrlich behandelt.

e Latente Wérme des Goldes und Absinken der Absorptionseffizienz beim
Schmelzprozess. Nach dem Erreichen der Schmelztemperatur von Gold
(1064 °C) wird ein Teil der absorbierten Energie fiir den Phaseniiber-
gang fest — fliissig bendtigt. Zusétzlich sinken die Q-Faktoren der Par-
tikel beim Aufschmelzen um bis zu 75% ab [20, 38]. Daher verliert dieses

einfache thermische Modell ab dem Partikelschmelzen seine Giiltigkeit.

In dieser Arbeit wurden die laserinduzierten Temperaturentwicklungen in
und um die Nanopartikel unter Vernachlissigung des Warmeiibergangswider-
stands, der Dampfblasenbildung und der Materialphaseniibergiinge berech-
net. Die Temperaturentwicklungen nach Absorption eines 35 ps-Pulses bei
527nm sind in Abb. 2.4 dargestellt und die fiir einen 8,8 ns-Puls bei 532 nm
in Abb. 2.5.
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Abbildung 2.4. Temperaturverlauf bei der Absorption eines 35 ps-Pulses (mit
A = 527nm) bei einer Bestrahlung von 1mJ/cm? an der Oberfliche (rote Kurve)
von 6nm (oben), 15nm (mitte) und 30 nm (unten) Goldpartikeln sowie in deren
wassriger Umgebung in 5nm (schwarz), 10nm (blau) und 15nm (griin) Abstand
von der Partikeloberfliche. Diesen Berechnungen wurde ein zeitlich gaufférmiger
Laserpuls mit 35ps Halbwertsbreite zugrunde gelegt, der nach 100 ps sein Maxi-
mum erreicht. Die Q-Faktoren wurden der Tabelle 2.1 entnommen. Aufgrund des
gegeniiber der Pulsdauer langsamen Temperaturausgleichs entstehen starke Tem-
peraturunterschiede zwischen der Partikeloberfliche und den Wasserschichten. Zur
besseren Ubersicht wurde daher eine halblogarithmische Darstellung gewihlt.
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Abbildung 2.5. Temperaturverlauf bei der Absorption eines 8,8 ns-Pulses (mit
A = 532nm) bei einer Bestrahlung von 1mJ/cm? an der Oberfliche (rote Kurve)
von 6nm (oben), 15nm (mitte) und 30 nm (unten) Goldpartikeln sowie in deren
wassriger Umgebung in 5nm (schwarz), 10nm (blau) und 15nm (griin) Abstand
von der Partikeloberfliche. Diesen Berechnungen wurde ein zeitlich gaufiférmiger
Laserpuls mit 8,8ns Halbwertsbreite zugrunde gelegt, der nach 20 ns sein Maxi-
mum erreicht. Die Q-Faktoren wurden der Tabelle 2.1 entnommen. Aufgrund der
Wiérmeleitung zwischen dem Partikel und seiner Umgebung wiahrend der Laser-
pulsabsorption sind hier bedeutend héhere Bestrahlungen erforderlich, um &hnliche
Spitzentemperaturen wie bei der Pikosekundenpuls-Absorption zu erzeugen.
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2.2 Thermisch induzierte Sekundareffekte

Nachdem im letzten Abschnitt erkliart wurde, wie Goldpartikel mit Laser-
strahlung erhitzt werden konnen, stellt sich nun die fiir diese Arbeit zen-
trale Frage, welche thermophysikalischen Effekte fiir die Inaktivierung bzw.
Schidigung der umgebenden Proteine verantwortlich sind. Zum einen kénnte
die Hitze selbst eine Denaturierung der Proteine hervorrufen. Andererseits
entstehen wihrend oder nach der Laserpulsabsorption Dampfblasen um den
Absorber, sobald dieser eine bestimmte Temperatur erreicht. Die sich schnell
ausbreitenden Dampfblasen verdndern die direkte Umgebung der gebunde-
nen Proteine drastisch. Infolge einer weiteren Erhitzung kann das Partikel
dann schmelzen. Bei noch héheren Bestrahlungen fragmentieren oder ver-
dampfen die Goldpartikel. Unterstiitzt durch die Kavitationsblasendynamik
diffundieren geschmolzene Partikelfragmente und Goldatome dann in die Um-
gebung und beeinflussen dort mdoglicherweise weitere Biomolekiile. Abb. 2.6
gibt einen schematischen Uberblick iiber die im Folgenden beschriebenen Se-

kundareffekte, die bei lasererhitzten Nanopartikeln auftreten konnen.

Laserpuls
Goldfragmente und -atome Kavitationsblase

A

S / Schmelzen
/ \ Hitze
Druckwellen mit

Zeit schneller Expansion

Intensitat

Abbildung 2.6. Uberblick iiber die thermophysikalischen Effekte nach laserindu-
zierter Erhitzung eines Goldnanopartikels in Wasser (Abbildung veréndert nach

[10]).
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2.2.1 Kayvitationsblasenbildung

Der erste bei einer hinreichenden Temperaturerh6hung des Partikels ausgel6s-
te Sekundéreffekt ist eine Dampf- oder Kavitationsblasenbildung. Kavitati-
onsblasen spielen in dieser Arbeit gleich aus mehreren Griinden eine wichtige
Rolle. So werden die optischen und thermodynamischen Eigenschaften des
Systems stark verdndert, was die weitere Temperaturentwicklung von Nano-
partikel und Umgebung beeinflusst. Auferdem konnte es bei der explosionsar-
tigen Blasenbildung zur Proteindenaturierung und/oder zu einer Abtrennung
der Proteine vom Goldpartikel kommen. Eine gezielte Proteindenaturierung
wére hier beabsichtigt, eine Abtrennung der Proteine hingegen eher kontra-
produktiv fiir die NALIL. Im Folgenden werden die wichtigsten Grundlagen

zur Kavitationsblasenbildung um lasererhitzte Nanopartikel kurz erldutert.

Uberhitzung des Wassers am Partikel — Nukleationstemperatur.

Abb. 2.7 zeigt schematisch das Phasendiagramm von Wasser. Im thermodyna-
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100 £

0L kritischer Punkt]

gasférmig

T

=3 1k 2

x E

g N

a 01l Siedepunkt ]

’ spinodaler Punkt bei p,

0.01F f— Tripelpunkt E
1E_3 I 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1

-50 0 50 100 150 200 250 300 350 400
Temperatur [°C]
Abbildung 2.7. Phasendiagramm von Wasser (Daten nach [39]). Fliissige und

gasformige Phase sind durch die Binodale getrennt. Die waagerechte graue Linie
markiert den atmosphérischen Normaldruck pg.
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mischen Gleichgewicht sind bei Temperaturen ab dem Tripelpunkt von Was-
ser (273,16 K; 611,657 Pa [40]) der Séttigungsdampfdruck des Wassers pga: (1)
und der Umgebungsdruck p(T') gleich. Dieses Gleichgewicht wird durch die
Binodale beschrieben. Bei Temperaturen oberhalb der Binodalen ist der Was-
serdampfdruck grofer als der Umgebungsdruck und das Wasser beginnt zu
sieden (wenn der Phaseniibergang fliissig — gasformig unter isobaren Bedin-
gungen stattfindet, wird das als Sieden bezeichnet, bei einem isothermen,
durch Druckerniedrigung verursachten Phasenwechsel liegt dagegen Kavita-
tion vor [41]). Ab dem kritischen Punkt 7, (647,1 K; 22,06 MPa [40]) ist gar
kein fliissiger Aggregatzustand mehr moglich, egal wie hoch der Umgebungs-
druck noch steigt. Der spinodale Punkt 75, gibt dagegen die Temperatur bei
einem bestimmten Druck an, ab der auch im Nichtgleichgewicht kein fliissiger
Phasenzustand des Wassers mehr moglich ist. Er liegt nach BLANDER und
THORMAHLEN fiir den atmosphérischem Normaldruck (py = 101,3kPa ) bei
ungefahr 90% der kritischen Temperatur des Wassers, also bei rund 582K
bzw. 309°C [42, 43].

Am Verlauf der Binodalen ist das bekannte Phinomen zu erkennen, dass
Wasser unter atmosphérischem Normaldruck bei einer Temperatur von 100 °C
zu sieden beginnt. Allerdings kann Wasser unter bestimmten Umstidnden
auch auf Temperaturen weit oberhalb von 100 °C iiberhitzt werden ohne da-
bei zu verdampfen [44]. Uberhitztes Wasser ist eine metastabile Fliissigkeit,
weil erst ein Uberwinden der Energiebarriere in der freien Enthalpie durch
thermodynamische Fluktuationen den Phaseniibergang fliissig — gasférmig
ablaufen lasst |9, 32]. Dieser metastabile Zustand kann sich bei Atmosphé-
rendruck theoretisch bis zum entsprechenden spinodalen Punkt fortsetzen.
Da die thermodynamischen Fluktuationen statistische Prozesse sind, kann
Wasser insbesondere bei kurzen Heizzeiten stark iiberhitzt werden. So wurde
bei Experimenten mit ultradiinnen Platindrdhtchen, die mit einer Heizra-
te von 8,6 - 107 K /s erhitzt worden sind, eine mittlere Nukleationstempera-
tur von 303 °C gemessen [45|. Ahnliche Blasenbildungstemperaturen wurden
auch von NEUMANN et al. bei lasererhitzten Goldkiigelchen gefunden [46].
Und erst vor kurzem wurden Nukleationstemperaturen von laserangeregten

Goldnanopartikeln von KOTAIDIS et al. mittels Rontgenstreuungsexperimen-
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ten gemessen, wobei die Schwelle zu 85% des kritischen Punktes von Wasser,
entsprechend einer Temperatur von ca. 277 °C, bestimmt wurde [26].

Die physkalische Ursache fiir die enorme Uberhitzungsfihigkeit des Was-
sers ist dessen grofe Oberflichenspannung o, die der Verdampfung entge-
genwirkt. Fiir den temperaturabhingigen labilen Gleichgewichtsradius einer
Kavitationsblase [y, in liberhitztem Wasser gilt nach der klassischen homo-
genen Nukleationstheorie:

20(T)

o . o Po — psat(T>
Ry o(T) = e T — 1o mit n(T) = exp (p(T)—RxT> (2.22)

[32, 47|. Hierbei sind R, die spezifische Gaskonstante des Wasserdampfes und
N(T)psat(T) = pp der Druck innerhalb der Blase. Die Gleichung 2.22 zeigt,
dass wegen Ry, ~ 1/(py, — konst.) der Blaseninnendruck mit abnehmender
Kavitationsblasengrofe zunimmt. Um sehr kleine (Nano-) Kavitationsblasen
gegen die Oberflichenspannung des Wassers zu erzeugen, ist also ein hoher
Druck erforderlich.

Da der Séttigungsdampfdruck ps.(T) bei konstantem Volumen mit stei-
gender Temperatur zunimmt, konnen durch entsprechendes Erhitzen des
Wassers Driicke erreicht werden, die Kavitationsblasen in den Abmessungen
der Goldnanopartikel erzeugen. Dabei muss die Nukleationstemperatur mit
abnehmender Partikelgrofse zunehmen, was anhand von Abb. 2.8 verdeutlicht
wird. Die Grafik zeigt, dass bei 30 nm Goldnanopartikeln eine Nukleation ab
etwa 247 °C erwartet werden kann und bei 15 nm Partikeln ab ca. 273 °C. Bei
den 6 nm grofen Teilchen ist sogar eine Temperaturerh6hung auf 305 °C no-
tig, um Kavitationsblasen zu erzeugen. Diese Werte stimmen recht gut mit
den von KOTAIDIS, GLOD und NEUMANN experimentell gefundenen Werten
tiberein |26, 45, 46].

Phasenexplosion und Blasendynamik. Wenn erst einmal die Nuklea-
tionsschwelle erreicht ist, verdampft das {iberhitzte Wasser an der Peripherie
des Partikels und es entsteht eine schnell expandierende Gasblase. In dieser
Kavitationsblase wird nach der thermodynamischen Zustandsgleichung von
Wasser anfangs ein Druck von ca. 38 bar (bei 247 °C) bis 92 bar (bei 305 °C)
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Abbildung 2.8. Nach GI. 2.22 berechneter labiler Gleichgewichtsradius [, . im in-
stabilen thermodynamischen Gleichgewicht bei Normaldruck (verdndert nach [32]).
Bei Temperaturen oberhalb der Nukleationstemperatur von Ry, erfolgt eine ex-
plosionsartige Blasenexpansion, bei tieferen Temperaturen dagegen kollabiert die
Blase. Die zu erwartenden Nukleationstemperaturen fiir Blasenradien, die den Ab-
messungen der in dieser Arbeit verwendeten Goldpartikel entsprechen, sind mar-
kiert.

erreicht (vgl. Abb. 2.7). Der Blaseninnendruck lisst die Blasenoberfliche ge-
gen den duferen (Luft-) Druck und die Tréagheit des Wassers immer weiter
expandieren, bis die Energie der Kavitationsblase vollstindig aufgebraucht
ist. An dieser Stelle hat die Kavitationsblase ihren groftmoglichen Radius
Ry maq erreicht und ihre gesamte kinetische in potentielle Energie umgewan-
delt. Die Blasenenergie ldsst sich dann unter Vernachlédssigung von Viskositit
und Oberflichenspannung des Wassers durch die verrichtete Volumenarbeit

(mechanische Energie der Blase) nach

4
By, =V,Ap= gﬂ-Rlimax(pO — psat(To)) (2.23)
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abschéitzen, wenn eine Blasenexpansion bis in solche Regionen erfolgt, in
denen die Fliissigkeit nur noch Raumtemperatur (75) hat [32]. Nach dem Er-
reichen der maximalen potentiellen Energie bei Ry 4, wird die Blase, vom
Umgebungsdruck py und der Oberflichenspannung o getrieben, wieder kol-
labieren. Wahrend dieses Implosionsprozesses wird der Wasserdampf in der
Blase immer stiarker komprimiert, bis irgendwann der Blasendruck wieder so
groft wird, dass die Blase erneut expandiert. Dieser Prozess kann mehrfach
stattfinden, wenn die Anfangsenergie grof genug ist; dann treten gedampfte
Blasenoszillationen auf [48]. Diese Oszillationen dauern insgesamt so lange,
bis die Anfangsenergie der Kavitationsblase durch Umwandlung in Wérme

vollstandig aufgebraucht ist.

Das Rayleigh- Plesset-Modell beschreibt die Dynamik einer kugelférmigen
Gasblase in einer Fliissigkeit [41]. Abschétzungen mit diesem Modell verdeut-
lichen mit welcher Geschwindigkeit die Gasblasen bei den oben genannten
Driicken expandieren. Demnach kann unter der Annahme eines ortsunabhén-

gigen Blaseninnendrucks (homobare Néherung) die Blasendynamik durch

. 3.2 1 20 R
RyRy+ =R, = p (pb —po— — — 4u—b> (2.24)

2 Ry Ry
beschrieben werden [32]|. Unter Vernachléssigung von Viskositét g und Ober-
flichenspannung o des Wassers sowie unter Annahme einer konstanten Grenz-
flichengeschwindigkeit (R, = 0) bei Nukleationsbeginn resultiert daraus die

Blasenexpansionsgeschwindigkeit R im iiberhitzten Wasser:

de(T) o 2 psat(T> — Po
v \/§ B (2.25)

Folglich hiangt die anfingliche Expansionsgeschwindigkeit nur von der Druck-
differenz zwischen dem Initialdruck der Blase py; = psq:(7") und dem Umge-
bungsdruck py sowie von der Dichte des Wassers p(7T) an der Blasengrenz-
fliche ab. Insbesondere folgen fiir die oben angegebenen Initial-Blasendriicke
von bis zu 92 bar (bei 305 °C) Blasenexpansionsgeschwindigkeiten von bis zu

93m/s, wie auch aus Abb. 2.9 abgelesen werden kann.
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Abbildung 2.9. Nach GI. 2.25 berechnete Blasenexpansionsgeschwindigkeit bei
Nukleationsbeginn in iiberhitzem Wasser (Parameter des Wassers nach [40]).

Blasengrofse. Wie weit sich die Kavitationsblasen um die lasererhitzten
Partikel ausdehnen und wie stark deren Wirkung auf ihre Umgebung ist, wird
zurzeit, insbesondere im Hinblick auf zellbiologische Anwendungen, intensiv
erforscht [10, 13]. So sind z.B. erst vor kurzem Experimente mit zeitauf-
geloster Rontgenspektroskopie an lasererhitzten Goldnanopartikeln durchge-
fithrt worden, um Nukleationstemperaturen und Blasenausdehnung sowie das
Schmelzen und Verdampfen der Goldpartikel zu untersuchen |26, 27, 49, 50|.
Zur theoretischen Beschreibung der Kavitationsblasendynamik wurden da-
bei verschiedene Modelle herangezogen, welche zwar nur Naherungslosungen
sind, die aber die experimentellen Ergebnisse recht gut erklaren. So ldsst sich
auch die maximale Blasenausdehnung mit dem Rayleigh-Plesset-Modell be-

rechnen. Demnach gilt unter Vernachlassigung der Oberflichenspannung und
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der Viskositat von Wasser fiir den maximalen Blasenradius

Te . Po — psat(TO)
0.915 o(To)

Rpmaz (2.26)

so dass Ry ey Ndherungsweise durch Kenntnis der Kollapszeit 7. bestimmt
werden kann [32|. Bei immer kleineren Blasenabmessungen auf der niedrigen
Nanometerskala gewinnt die Oberflichenspannung allerdings immer mehr an
Bedeutung. Hier fiihrt deren Vernachliassigung zu wachsenden Fehlern, so
dass das vollsténdige Rayleigh-Plesset-Modell (Gl. 2.24) angewendet werden
muss, welches Oberflichenspannung und Viskositét beriicksichtigt. Beispiels-
weise haben KOTAIDIS et al. durch UV-Femtosekundenpuls-Bestrahlung (bei
400nm) von 9nm Goldpartikeln wenige Nanometer grofe Kavitationsblasen
erzeugt und mittels Kleinwinkel-Rontgenstreuung (Small Angle X-ray Scat-
tering, SAXS) vermessen [50]. Hierbei fanden sie eine ausgezeichnete Uber-
einstimmung beim Vergleich der aus den SAXS-Streusignalen erhaltenen Bla-

sengrofen mit numerischen Berechnungen nach dem vollstindigen Rayleigh-
Plesset-Modell.

Auch Kavitationsblasenform und Nukleationsschwellen nach Laseranre-
gung von Goldpartikeln wurden von KOTAIDIS et al. untersucht. Zunéchst
einmal konnte durch die Analyse der SAXS-Daten eine sphérische Form der
Kavitationsblasen bestitigt werden |50]. Dabei beobachteten sie die ersten
Blasen bei den 9nm Partikeln ab einer Bestrahlung von 29 mJ/cm?; darun-
ter war keine Nukleation erkennbar [50]. Bei Bestrahlung mit 150 mJ/cm?
wurden dann schon Blasenradien von etwa 20 nm mit einer Kollapszeit von
650 ps gemessen. Mit einer linearen Regression des bestrahlungsabhéingigen
Blasenvolumens berechneten sie den Nukleationsschwellenwert fiir die 9 nm
Partikel dann zu 30 mJ/cm? (bei 400 nm) [26]. Fiir diese Bestrahlung wurde
der Blasenradius zu 7,2nm bestimmt und die anfingliche Blasenexpansions-
geschwindigkeit zu 90m/s, was mit den oben angefiihrten Abschitzungen

sehr gut iibereinstimmt.

Auch 39 nm grofse Goldpartikel wurden mit den UV-Laserpulsen angeregt
und mittels SAXS untersucht [26]. Erwartungsgemaf lag bei diesen Partikel-
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grofen die Schwelle fiir die Nukleation aufgrund des hoheren Absorptions-
querschnitts und niedrigeren Oberflichen-zu-Volumen-Verhiltnisses deutlich
niedriger. Bereits eine Bestrahlung von etwa 8 mJ/cm? fiihrte hier zur Bla-
senbildung und bei 150 mJ/cm? hatten die Kavitationsblasen um die 39 nm
Partikel schon einen Durchmesser von etwa 200 nm [26]. Eine weitere wichti-
ge Beobachtung bei den SAXS-Experimenten war, dass das Blasenvolumen
linear mit der Bestrahlung zunimmt. Dies erlaubt eine Abschitzung der Ka-
vitationsblasenausdehnung nach einer Laserpulsabsorption, wenn die Propor-

tionalitdtskonstante fiir das System bekannt ist.

Blasenentwicklung nach der Pikosekundenpuls-Absorption. Da die
Pikosekundenpuls-Absorption weitgehend im thermischen Einschluss erfolgt,
sollten Temperaturentwicklung und Blasendynamik dhnlich verlaufen wie bei
der o. g. Anregung mit Femtosekundenpulsen. Somit kann auch hier ein linea-
rer Zusammenhang zwischen Bestrahlung und Blasenvolumen erwartet wer-
den. Demnach lassen sich mit Pikosekundenpuls-Anregung durch Variation
der Bestrahlung beliebige Blasenausdehnungen vom Nanometerbereich bis in

die mikroskopische Skala erreichen.

Blasenentwicklung bei und nach der Nanosekundenpuls-Absorp-
tion. Im Gegensatz zur Blasenausdehnung nach einer Pikosekundenpuls-
Absorption, die sich aufgrund des thermischen Einschlusses kontinuierlich
dosieren lasst, verhélt sich das System bei Nanosekundenpuls-Absorption
nicht so deterministisch. Dies soll anhand der Abbildungen 2.10 und 2.11 er-
klart werden. In Abb. 2.10 ist zu erkennen, dass bei einer Nanosekundenpuls-
Bestrahlung, die zu einer bestimmten Partikeltemperatur fiihrt, die iiberhitz-
te Wasserschicht um das Partikel deutlich volumindéser ist als die nach der
Absorption eines Pikosekundenpulses (bei identischer Partikeltemperatur).
Bei der Nanosekundenpuls-Bestrahlung wird an der Kavitationsschwelle al-
so mehr Energie deponiert, die in ein Blasenwachstum umgewandelt werden
kann. Daher ist die hierdurch verursachte minimale Kavitationsblase gréfier

als eine durch Pikosekundenpulse erzeugte.
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Abbildung 2.10. Nach den Gleichungen 2.15-2.20 berechneter radialer Tempe-
raturverlauf nach bzw. bei laserinduzierter Erhitzung eines 15nm Goldpartikels
mit ps- bzw. ns-Pulsen auf eine angenommene Nukleationstemperatur von 273 °C.
Das raumlich homogen erhitzte Partikel hat einen Radius von 7,5nm (schraffierter
Bereich). Bei Pikosekundenpuls-Bestrahlung (rote Kurve) bleibt die Uberhitzung
des Wassers im Vergleich zur Nanosekundenpuls-Bestrahlung (blaue Kurve) auf ein
deutlich kleineres Volumen beschrankt.

Beim Erreichen der Nukleationsschwelle verdampft die {iberhitzte Was-
serschicht schlagartig, woraus ein sofortiger Einbruch der Partikelkiihlung
resultiert. Diese thermische Isolation konnte ebenfalls durch die SAXS-Unter-
suchungen von KOTAIDIS et al. bestitigt werden [26]. Sobald sich die Dampf-
blase ausgebildet hat, bricht allerdings auch die Resonanzabsorption zusam-
men, was durch eine Erweiterung der Mie-Theorie auf ein Zwei-Sphéren-
Modell (Goldpartikel im Zentrum einer homogenen, sphérischen Dampfblase)
berechnet werden kann [51]. Die entsprechenden Simulationen sind in Abb.
2.11 dargestellt. Fiir die Berechnung der Q-Faktoren wurden hierbei zwei hy-
pothetische Grenzfille angenommen: 1. Eine sich gerade bildende Dampfbla-
se bei einer maximalen Nukleationstemperatur von 300 °C mit p, = psar =

86 bar und einer Wasserdampfdichte von 46,15 kg/m® (durchgezogene Kur-
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Abbildung 2.11. Berechnung der Absorptionseffizienzen bei 532nm von 6 nm
(schwarz), 15nm (rot) und 30 nm (blau) Goldnanopartikeln, die sich im Zentrum
einer homogenen, sphirischen Dampfblase mit dem Radius R befinden.

ven, Parameter aus [40]). 2. Eine Gasblase bei 100 °C im Gleichgewicht mit
dem Atmosphérendruck (p, = pp ~ lbar) und einer Wasserdampfdichte
von 0,60 kg/m? (gestrichelte Linien). Mit diesen Parametern lassen sich nun
nach [52| die Brechzahlen des Wasserdampfes fiir beide Grenzfille berech-
nen. So betrdagt seine Brechzahl bei 300 °C fiir eine Wellenlédnge von 532 nm
n = 1,0168, bei 100 °C dagegen n = 1,00022. Letztere enspricht in etwa der
Brechzahl von Luft bei dieser Temperatur. Da diese beiden Brechzahlen im
Vergleich zu der von fliissigem Wasser (nygsser = 1, 33) sehr dicht beisammen
liegen und die Plasmonenresonanz nach Gl. 2.10 bei ansonsten identischen
Parametern nur von der Brechzahl (bzw. der Dielektrizititszahl €,, = n?)
des umgebenden Mediums abhéngt, ist der Verlauf der Absorption bei bei-
den Grenzféllen nahezu identisch, wie in Abb. 2.11 gut zu erkennen ist. Die
Berechnungen nach dem Zwei-Sphéiren-Modell zeigen, dass die Lichtabsorpti-
on der Partikel bei einer Blasenbildung sehr schnell abnimmt. Bereits durch

wenige Nanometer Wasserdampfschicht betrigt die Absorptionseffizienz nur
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noch einen Bruchteil von derjenigen vor der Blasenbildung. Die verbleiben-
de Absorption strebt dann schnell asymptotisch gegen einen Wert, der sich
nur noch wenig mit einer weiteren Blasenausdehnung andert. In Tabelle 2.2
sind die Absorptionseffizienzen beispielhaft fiir einen Dampfblasenradius von
150 nm angegeben.

DGoldpartikel | Wasser | Dampf @ 300°C | Dampf @ 100 °C Luft
e=1,77| —e=1,03388 — €e=1,00044 | ¢ =1,00058

6 nm 0,35 0,05 0,05 0,05
15 nm 0,87 0,14 0,12 0,12
30 nm 1,74 0,27 0,24 0,24

Tabelle 2.2. Q-Faktoren bei 532nm fiir Goldnanopartikel, die sich im Zentrum
einer 300 nm grofsen Wasser-, Wasserdampf- und Luftblase befinden. Bei Luft und
Wasser wurde eine Temperatur von 20 °C angenommen (Parameter aus [40]).

Die Tatsache, dass die Ausdehnung der Dampfblase nur in der initialen
Phase eine bedeutende Anderung der Absorptionseffizienz bewirkt, ermog-
licht eine einfache Abschitzung iiber die Auswirkungen der beiden gegen-
sitzlichen Effekte beim Laserheizen der Nanopartikel: 1. Der Verlust der Ab-
sorption, und 2. der Verlust der Warmeleitung, die durch die Kavitationsblase
bewirkt werden. Es stellt sich die Frage, ob bei der ns-Bestrahlung die ge-
ringere Kiihlung durch den Wasserdampf ausreicht, um der Verringerung der
Absorption entgegenzuwirken. Wenn nun mit den in Tab. 2.2 aufgefiihrten
Absorptionseffizienzen und den dazugehdrigen thermodynamischen Parame-
tern von Wasserdampf die Partikeltemperaturen fiir die beiden genannten
Grenzfille nach den Gleichungen 2.15—-2.20 berechnet werden, ergeben sich
die in Abb. 2.12 dargestellten Temperaturverlidufe. An den Kurven ist deut-
lich zu erkennen, dass trotz reduzierter Absorptionseffizienz ein erheblicher
Temperaturanstieg durch die Blasenbildung erzeugt wird. Die Reduzierung
der Kiihlung wirkt sich also stirker aus als der Verlust der Absorption. So
steigt bspw. die Temperatur eines 15nm Partikels in Wasser (blaue Kurve)
trotz effektiver Plasmonenanregung um nur 2,5 °C pro mJ /cm? an. Wird nun
das Partikel in der expandierten 100 °C heifsen Wasserdampfblase (Grenz-
fall 2) mit der gleichen Fluenz bestrahlt, erwérmt es sich dagegen um fast
9°C. Selbst in der 300 °C heifsen intermediiren Phase, unmittelbar nach der
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Abbildung 2.12. Temperaturentwicklung wéhrend und nach Nanosekundenpuls-
Bestrahlung (8,8 ns) eines 6 nm (oben), 15nm (Mitte) und 30 nm (unten) Goldpar-
tikels, das sich in Wasser (blau), oder einer Wasserdampfblase mit 300 °C u. 86 bar
(rot) oder 100 °C u. 1bar (schwarz), befindet.
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Phasenexplosion (Grenzfall 1), ergibt sich immer noch fast die doppelte Tem-
peraturerhéhung (4,8 °C pro mJ/cm?). Ahnlich verhilt es sich auch mit den
anderen Partikelgrofen (siehe Abb. 2.12).

Zusammenfassung. Zusammenfassend ist festzuhalten, dass sich Tempe-
raturentwicklung und Kavitationsblasendynamik bei Piko- und Femtosekun-
denpuls-Bestrahlung dhnlich verhalten sollten, weil sich beide Systeme im
thermischen Einschluss befinden. Hier kann mit verhaltnisméafig geringer Be-
strahlung die Temperatur im Partikel stark erh6ht werden (z. B. bei 15Au um
etwa 121 °C pro mJ/cm?). Dagegen muss bei Nanosekundenpuls-Bestrahlung
unterhalb der Nukleationsschwelle aufgrund der guten Wérmeleitung bzw.
Kiihlung grob 20-100-mal (abhéngig von der Partikelgrofe) mehr Energie
aufgewendet werden, um das Partikel auf identische Temperaturen aufzuhei-

zen.

Das Kavitationsblasenvolumen wichst bei Femtosekundenpuls-Absorption
linear mit der Bestrahlung an. Der gleiche Effekt kann auch fiir Pikosekunden-
pulse erwartet werden. Durch Variation der Bestrahlung lassen sich dem-
nach beliebige Blasengrofen erzeugen, auch Kavitationsblasen von nur weni-
gen Nanometern Durchmesser. Wird die Nukleationsschwelle dagegen unter
Nanosekundenpuls-Bestrahlung erreicht, verdampft ein viel groferes Wasser-
volumen, wodurch grofsere Blasen entstehen. Somit diirfte die Nanosekun-
denbestrahlung also Vorteile haben, wenn moglichst grofse Kavitationsblasen
erzeugt werden sollen. Dagegen konnte die Pikosekundenbestrahlung von Vor-

teil sein, wenn kleine Blasen beno6tigt werden.

Komplizierter wird es bei Nanosekundenpulsen vor allem dann, wenn die
Nukleationstemperatur wahrend der Laserpulsabsorption iiberschritten wird.
Infolge der plétzlich ausbleibenden Kiihlung nach der Blasenbildung heizt
die Energie des ,restlichen” Laserpulses das Partikel sprunghaft auf, was
zum abrupten Schmelzen und Fragmentieren oder sogar zum Verdampfen

des Goldpartikels fiihren kann.
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2.2.2 Schmelzen und Verdampfen von Goldpartikeln

Neben der Kavitationsblasenbildung fiihrt die laserinduzierte Erhitzung der
Goldnanopartikel noch zu weiteren Effekten, die Auswirkungen auf die Teil-
chen und deren unmittelbare Umgebung haben (vgl. Abb. 2.6). So ist bei
zunehmender Bestrahlung nach dem Uberschreiten der Nukleationstempe-
ratur zundchst ein Schmelzen des Partikelmaterials zu erwarten. Bei noch

héheren Energien kann das Partikel fragmentieren oder sogar verdampfen.

Schmelz- und Siedepunkt bei Laseranregung. Ahnlich wie bei der
Nukleationstemperatur fiir Kavitationsblasen ist auch hier die Kenntnis der
Schwellenwerte fiir das Einsetzen des Schmelzvorgangs bzw. Verdampfens
von Bedeutung fiir die Bestimmung der NALI-Schadensmechanismen. Aus
Untersuchungen ist bekannt, dass die Schmelztemperatur von Goldnanopar-
tikeln deutlich niedriger liegt als die Schmelztemperatur von massivem Gold
(T, = 1064°C) |27, 29]. So haben z.B. PLECH et al. lasererhitzte Gold-
nanopartikel mittels zeitaufgeloster Rontgenstreuung auf Strukturdnderung
des Kristallgitters untersucht und dabei herausgefunden, dass Goldnanopar-
tikel bereits bei etwa der Hélfte der urspriinglich erwarteten Laserleistung zu
schmelzen beginnen [29]. Ahnliche Phinomene wurden auch bei Platinpar-
tikeln beobachtet, und Untersuchungen an Bleinanopartikeln zeigten, dass
ein Schmelzen der Partikeloberfliche bereits bei etwa 70% der normalen
Schmelztemperatur auftritt [53, 54]. PLECH et al. vertreten dabei die These,
dass sich beim Schmelzbeginn zunédchst eine diinne fliissige Goldschicht um
den (noch) kristallinen Kern des Teilchens ausbildet. Die dazu notwendige
Temperaturerhohung wurde mittels Vermessung der Kristallgitterabstéinde
zu oberhalb von 529°C bestimmt [29]. Dabei zeigte sich, dass die Partikel
bei dieser Temperaturerh6hung noch keine Grofendnderung erfahren, was
auf ein unvollstdndiges Aufschmelzen hindeutet. Nach einer Verdopplung der
Laserleistung, was technisch dem Erreichen des Massenschmelzpunktes von
Gold entsprach, wurde dagegen ein vollstindiges Schmelzen beobachtet. Die
zeitaufgelosten Messdaten dazu ergaben, dass sich dieser Schmelzvorgang in-
nerhalb der ersten 100 Pikosekunden vollzieht [29]. Auferdem wurde auch
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Abbildung 2.13. Bestrahlungsstérke, die zum Schmelzen (durchgezogene Linien)
und Verdampfen (gestrichelte Linen) der Goldpartikel notwendig ist. Die oberen
Kurven gelten fiir eine Laserpulsdauer von 10 ps und die unteren beiden fiir 10 ns.
Die rote Linie markiert die fiir die 15 nm Partikel erwarteten Intensitédten, die griine
Linie entsprechend fiir 30 nm. Fiir 6 nm grofe Goldpartikel sind keine Angaben
verfiigbar (Grafik verdndert nach [27]).

noch ein Rekristallisationsprozess beobachtet, der sich innerhalb eines Zeit-

raums von etwa 5ns abspielt [29)].

Eine gute Ubersicht iiber den Zusammenhang zwischen applizierter Be-
strahlung und dem Schmelzen und Verdampfen von Goldnanopartikeln gibt
eine Zusammenfassung von PUSTOVALOV, in der theoretische Berechnungen
mit einigen experimentellen Ergebnissen kombiniert wurden |27]. In Abb. 2.13
sind die fiir diese Arbeit interessanten Kurven wiedergegeben und in Tab. 2.3

die relevanten Werte daraus zusammengefasst.
Ein Vergleich der in Abb. 2.4 vorgestellten Temperaturrechnungen mit

den Werten in Tab. 2.3 zeigt, dass die Temperaturschwellen fiir Dampftbla-

senbildung und Schmelzen der Nanopartikel bei Erhitzung mit Pikosekun-
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| | H,, @10ns | H., @ 10ns | H,, @ 10ps | He, @ 10ps |
15nm | 350mJ/cm? | 780 mJ/cm? | 2,.9mJ/cm? | 6,8 mJ/cm?
30nm | 90mJ/cm? | 170mJ/cm? | 2,6 mJ/cm? | 6,2mJ/cm?

Tabelle 2.3. Aus Abb. 2.13 abgelesene Werte fiir die zum Schmelzen und Ver-
dampfen der Partikel benotigten Bestrahlungen H,,, bzw. He,.

denpulsen sehr dicht beisammenliegen. Dies wurde auch von KOTAIDIS et
al. bei der Femtosekundenpuls-Bestrahlung von Goldpartikeln beobachtet
|26]. Er gibt fiir 30 nm Partikel ein Nukleationstemperatur-zu-Schmelzpunkt-
Verhéltnis von T,,./T,, ~ 1 und fiir 15nm Teilchen sogar 1 < Tpe/Tn S 1,4
an. Konkret bedeutet dies, dass bei der Erzeugung einer Kavitationsblase
praktisch immer auch ein (zumindest oberflichlicher) Schmelzprozess statt-
findet, so dass im Endeffekt nur schwer zwischen einem Kavitationsblasen-
verursachten Schadensmechanismus und einer Proteinschidigung durch den

Schmelzprozess unterschieden werden kann.

Fragmentierung, Verdampfung und Diffusion. Bei einer weiteren Er-
héhung der Bestrahlung wird nach dem Erreichen des Schmelzpunktes zu-
néchst ein Teil der absorbierten Energie fiir die Phasenumwandlung benétigt
(latente Schmelzwirme). Sobald das Aufschmelzen komplett abgeschlossen
ist, heizt sich das Partikel weiter auf. In diesem Bereich kann eine Teilchen-
fragmentierung auftreten [10, 49, 55-57|. Das Nanopartikel kann dann bis
zum Siedepunkt von Gold (7., = 2856°C) erhitzt werden [27]. Nach dem
Uberwinden der latenten Verdampfungswirme verdampft das Partikelmate-
rial schlieflich. Die dynamischen Kavitationsblasen-Prozesse (Aufschwingen
und Kollaps der Blase, Blasenoszillationen) kénnen die Partikelfragmentie-
rung und die Diffusion von Goldfragmenten, -ionen oder -atomen in die Um-

gebung unterstiitzen.
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2.3 Denaturierung von Proteinen

In diesem Abschnitt werden die wichtigsten biologischen Grundlagen, die zum
Verstidndis der Mechanismen der Proteininaktivierung beitragen sollen, kurz
dargelegt. Dazu wird zunéchst der Aufbau von Proteinen sowie der Zusam-
menhang zwischen ihrer charakteristischen dreidimensionalen Struktur und
ihrer spezifischen biologischen Funktion beschrieben. Im Anschluss werden
dann Modelle entwickelt, wie die Proteinstruktur manipuliert werden kann,

um die Proteinfunktion zu storen.

2.3.1 Proteinstruktur und -funktion

Proteine gehoren zu den wesentlichen Aufbaustoffen aller Lebewesen. Sie sind
an allen biochemischen Reaktionen der Atmung, des Wachstums und der Zell-
teilung beteiligt. In den Zellen katalysieren sie die chemische Umwandlung
niedermolekularer Verbindungen, ermdéglichen die Aktivitdt und Bewegung
der Zellen und stabilisieren deren Struktur [58]. Auferdem steuern Proteine
die Aktivitdt von Genen, die wiederum Struktur und Funktion der Zellen
festlegen. Proteine sorgen fiir den Transport von Substanzen durch Zellmem-
branen und katalysieren ihre eigene Synthese sowie die weiterer Makromole-
kiile. Aufgrund der Vielseitigkeit ihrer Aufgaben besitzen Proteine eine sehr
unterschiedliche Gestalt und Grofe.

Proteinstruktur. Die Struktur eines Proteins ist von fundamentaler Be-
deutung fiir seine Funktionsweise, denn das Biomolekiil entwickelt seine spe-
zifische Funktion nur dann, wenn es in einer genau festgelegten dreidimensio-
nalen Form gefaltet ist. Dabei hat sich diese rdumliche Struktur im Laufe der
Evolution so entwickelt, dass seine biologische Funktion sehr effizient und
gleichzeitig streng kontrolliert ablduft; Proteinstruktur und —funktion sind
also untrennbar miteinander verkniipft [58].

Proteine sind lineare Polymere aus Aminoséduren, die iiber kovalente Pep-
tidbindungen miteinander verkniipft sind. Die insgesamt 20 verschiedenen
proteinogenen Aminosiuren, aus denen alle in der Natur vorkommenden Pro-

teine aufgebaut sind, unterscheiden sich dabei nur durch ihre Seitenketten.
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So besitzen die gut wasserloslichen Aminosduren polare Seitenketten, wih-
rend die nicht oder nur schlecht wasserléslichen Aminosduren hydrophobe
Seitenketten aufweisen.

Die dreidimensionale Proteinstruktur wird fiir gewohnlich auf 4 Ebenen
definiert. Die unterste Ebene, die Primdrstruktur, entspricht dabei der li-
nearen Anordnung der Aminosduren innerhalb der Polypeptidkette, deren
Lange zwischen 50 und 10.000 Aminosdurebausteinen betragen kann [35].
Durch unterschiedlichste Verkniipfung der 20 verschiedenen proteinogenen
Aminosduren liefe sich theoretisch schon bei der unteren Grenze von nur 50
Peptiden mit 20 ~ 1,1 - 10" eine extrem hohe Zahl von Primirstrukturen
herstellen. Aus dieser hohen Anzahl von méglichen Sequenzisomeren wird in
biologischen Systemen jedoch nur eine einzige Auswahl realisiert, festgelegt
durch den genetischen Code fiir das entsprechende Protein.

Die Sekunddrstruktur wird durch die rdumliche Faltung einzelner Ab-
schnitte der Polypeptidkette erzeugt. Ohne weitere stabilisierende Wechsel-
wirkungen nimmt die Polypeptidkette die Form eines Zufallskndiuels an [58].
Durch stabilisierende Wasserstoffbriickenbindungen zwischen den NH- und
CO-Gruppen der Peptidbindungen bilden sich regelmifige Sekundarstruktu-
ren wie a-Helices (Spirale) oder [(-Stringe (gerader Abschnitt) aus (siehe
Abb. 2.14). Wenn mehrere [-Strénge sich seitlich aneinanderlegen, entsteht
ein [-Faltblatt. Auferdem werden noch U-férmige Abschnitte aus 4 Amino-
sduren als Haarnadelbiequng bezeichnet. Diese befinden sich meist an solchen
Stellen auf der Oberfliche von Proteinen, wo die Polypeptidkette wieder in
das Proteininnere zuriicklauft [58].

Unter Tertidrstruktur wird die riumliche Anordnung der gesamten Poly-
peptidkette verstanden. Im Gegensatz zur Sekundérstruktur, welche durch
Wasserstoffbriickenbindungen stabilisiert wird, entsteht die Tertidrstruktur
hauptséchlich aufgrund hydrophober Wechselwirkungen zwischen unpolaren
Seitenketten (in einigen Proteinen wird die Tertiirstruktur zusétzlich noch
durch prosthetische Gruppen und kovalente Disulfidbriicken, die sich zwi-
schen den beiden Schwefelatomen von zwei Cysteinen ausbilden konnen, stabi-
lisiert) [58]. Die hydrophoben WW ordnen die a-Helices, S-Faltblatter, Haar-

nadelbiegungen und Zufallsknéuel in einer wohldefinierten Weise an und be-
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Abbildung 2.14. Quartérstruktur der alkalischen Phosphatase aus Eismeergarne-
len (nach [59]). Die lineare Anordnung der Aminosduren (Primérstruktur) bildet
das Riickgrat (griin) der beiden Monomere (zur besseren Unterscheidung ist das
linke Monomer mehrfarbig und das rechte in Blau dargestellt). Die Polypeptidket-
ten bilden durch Wasserstoffbriickenbindungen an bestimmten Stellen regelméfige
Sekundérstrukturen wie a-Helices (rot), S-Faltblatter (gelb) und Haarnadelbiegun-
gen (Pfeil) aus. Diese Strukturen wiederum falten sich unter hydrophober WW
zu einer wohldefinierten Tertidrstruktur. Beide Untereinheiten dieses Homodimers
werden aufterdem durch Wasserstoffbriickenbindungen und hydrophobe WW zu
einer iibergeordneten Quartarstruktur verkniipft.

stimmen damit die dreidimensionale Struktur des Polypeptids. Bei Proteinen,
die nur aus einer einzigen Polypeptidkette bestehen (Monomer), entspricht
die Tertidrstruktur somit der resultierenden Proteinstruktur.

Die Quartdrstruktur bildet schlieflich die hochste Ebene der strukturel-
len Organisation eines Proteins. Sie beschreibt die Anzahl und die rdumliche
Anordnung von mehreren Untereinheiten in einem multimeren Protein. Mul-
timere kénnen aus identischen (Homomer) oder unterschiedlichen Unterhein-
heiten (Heteromer) aufgebaut sein, die an bestimmten Stellen durch Wasser-
stoffbriickenbindung oder hydrophobe WW zusammengehalten werden. Zur
Veranschaulichung der Strukturdefinitionen ist in Abb. 2.14 die Quartéarstruk-
tur von alkalischer Phosphatase aus Eismeergarnelen dargestellt.

Insgesamt umspannt die Grofse der meisten Proteine einen Bereich zwi-
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schen 5 und 50 nm. Abhéngig von der Aufgabe des Proteins kommen dabei
die unterschiedlichsten Proteinformen vor. So besitzen losliche Proteine (z. B.
16sliche Enzyme) meist eine globuldre Struktur, wihrend Strukturproteine

wie das Kollagen (Bindegewebs-Protein) eher langgestreckt sind.

Spezifische Proteinfunktion. Die Funktion eines Proteins wird durch
seine dreidimensionale Konformation bestimmt. Bei den meisten Proteinen
liegen 60% der Polypeptidkette in den beiden geordneten Sekundérstruktu-
ren a-Helix und S-Faltblatt vor, der Rest besteht aus Haarnadelbiegungen
und Zufallsknéueln [58]. Die beiden regelméfigen Sekundérstrukturen werden
dann durch die proteinspezifische Faltung in der richtigen Weise zueinander
angeordnet, so dass an bestimmten Stellen des Proteins eine funktionelle
geometrische Struktur ausgebildet wird. Bei katalytisch aktiven Proteinen,
den Enzymen, werden solche Stellen als aktives Zentrum bezeichnet, da die
katalysierte Reaktion genau an diesem Ort ablauft. Bei Antikérpern, einer
weiteren wichtigen Proteinklasse, bilden a-Helices und S-Faltblattstrukturen
an definierten Orten auf der Proteinoberfliche eine zu bestimmten Biomole-
kiilen komplementire Struktur aus, um diese an sich zu binden. Diese spezifi-
sche Antigen-Antikorper-Bindung ist vergleichbar mit dem Schliissel-Schloss-

Prinzip und bildet die Grundlage der Immunabwehr in Organismen.

Funktionsverlust durch Denaturierung. Weil die Proteinfunktion durch
die Proteinstruktur bestimmt wird, bedeutet eine Anderung dieser Struktur
in der Regel auch den Funktionsverlust. Theoretisch konnte jede Polypeptid-
kette aus n Aminosdureresten in 8" mdoglichen Konformationen vorliegen, da
im Polypeptid-Riickgrat 8 Bindungswinkel sterisch moglich sind [58]. Norma-
lerweise besitzt jedoch jedes Molekiil eines bestimmten Proteins die gleiche
Konformation, die als nativer Zustand bezeichnet wird. In diesem nativen Zu-
stand ist die Faltung des Proteins am stabilsten, weil hier das dreidimensiona-
le Polypeptid-System insgesamt ein Minimum an potentieller Energie besitzt
(diese thermodynamische Hypothese ermdglicht es, Proteinstrukturen durch
molecular modeling theoretisch zu berechnen [60-62]). Wird nun das native

Protein bestimmten physikalischen oder chemischen Einfliissen ausgesetzt,
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konnen sich die nichtkovalenten Bindungen zwischen den Aminoséiureseiten-
ketten 16sen und das Protein entfaltet sich. Dieser Entfaltungsprozess, der als
Denaturieren bezeichnet wird, kann z. B. durch pH-Verdnderung, bestimmte

Chemikalien und auch durch Temperaturerh6hung ausgelost werden.

Renaturierung. Oft ist die Proteindenaturierung reversibel. Wenn bspw.
bestimmte chemische Substanzen eine Denaturierung verursachen, kénnen
sich einige vollkommen entfaltete Proteine in den nativen Zustand zuriick-
falten, wenn die Chemikalien wieder entfernt werden. Bei diesem Renaturie-
rungsprozess werden dann die hydrophoben WW sowie die Wasserstoftbriicken-
und Disulfidbindungen wiederhergestellt. Somit kdnnen Proteine einen ge-

samten Denaturierungs-Renaturierungs-Zyklus durchlaufen [58].

2.3.2 Denaturierung durch Wirme

Die Proteinkonformation wird oberhalb der Sekundarstruktur, abgesehen von
Disulfidbriicken und prosthetischen Gruppen, allein durch hydrophobe WW
und Wasserstoffbriickenbindungen gebildet. Durch die Zufuhr von thermi-
scher Energie lassen sich diese niederenergetischen Bindungen l6sen. Dadurch
wird die charakteristische Proteinstruktur verdndert, und das Biomolekiil ver-

liert seine biologische Funktion.

Thermische Denaturierung. Um eine Vorstellung davon zu bekommen,
wie schwach die nichtkovalenten Bindungen im Vergleich zu den kovalenten
Bindungen innerhalb biologischer Systeme sind, ist in Tab. 2.4 eine Uber-
sicht verschiedener Bindungsenergien zusammengestellt. So ist der Tabelle
zu entnehmen, dass die Stirke der kovalenten Bindungen um bis zu zwei
Grofsenordnungen héher ist als die der nichtkovalenten. Trotzdem bewirken
letztere aufgrund ihrer groffen Anzahl eine hohe Stabilitdt der Polypeptid-
konformation. Damit sich aber Wasserstoffbriickenbindungen innerhalb eines
Polypeptids iiberhaupt erst ausbilden konnen, miissen zuerst die Bindungen
der beteiligten Gruppen an Wassermolekiile gelost werden. Dieser Abspal-

tungsprozess kostet Energie, weshalb die Netto-Energiedifferenz der Wasser-
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| Einfachbindung | Energie [eV] | Doppelbindung | Energie [eV] |
O—H 4,77 Cc=0 7,38
H—H 4,51 C=N 6,38
P-0O 4,34 C=C 6,34
C—H 4,30 P=0 5,21
N-H 4,04
C-0 3,65 Dreifachbindung: C=C 8,46
C-C 3,60
S—H 3,51 Wasserstoftbriicken in H,O 0,22
C—N 3,04 Wasserstoftbriicken in...
C-S 2,69 LOHT.X~ /NHT..X~ | 0,04-0,09
N-O 2,30 Van der Waals-WW < 0,04
S—S 2,21 hydrophobe WW <0,1

Tabelle 2.4. Ubersicht iiber die wichtigsten in biologischen Systemen vorkommen-
den Bindungsenergien (Werte nach [58]).

stoffbriickenbindung im Protein nur noch etwa 0,026 eV betrigt, was nicht
wesentlich mehr ist als die unter physiologischen Bedingungen verfiigbare
thermische Energie |58]. Daraus wird ersichtlich, dass bereits eine moderate
Temperaturerh6hung diese schwachen Bindungen l6sen kann.

Grundsitzlich lasst sich jedes Protein thermisch denaturieren. Die dazu
notwendigen Temperaturen sind jedoch bei nahezu jedem Proteintyp unter-
schiedlich, abhingig von der Lebensform und den duferen Bedingungen. So
enthalten z. B. Flechten aus Polarzonen Proteine, die bereits bei Tempera-
turen ab 40°C zu denaturieren beginnen. Andererseits gibt es thermophile
Organismen, wie das Archaebakterium Pyrococcus abyssi, das aus ca. 1.500
dufserst thermostabilen Proteinen besteht, die bis zu 120 °C tolerieren [63].
Nur die enorme Thermostabilitit seiner Proteine ermdglicht diesem marinen,
anaeroben und hyperthermophilen Organismus, der an den Black Smokern
in der Tiefsee vorkommt, ein optimales Wachstum bei Wassertemperaturen
von fast 100 °C |64].

Da alle Proteine — egal aus welcher Lebensform — aus den gleichen 20
Aminosduren aufgebaut sind, ist deren Thermostabilitit allein durch die
jeweilige Proteinstruktur festgelegt. Dabei sind die Mechanismen, die zur

Proteinentfaltung infolge einer Temperaturerhéhung fiihren, bei allen Prote-
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inen gleich: Durch die Zufuhr von thermischer Energie werden die schwachen,
nichtkovalenten Bindungen geltst und das Protein nimmt eine andere Kon-
formation an, in welcher es durch die héhere kinetische oder thermodynami-
sche Energie voriibergehend stabilisiert wird [65]. Im einfachsten Fall einer
wrreversiblen Denaturierung ist die Polypeptidkettenstruktur innerhalb die-
ser metastabilen Konformation dann derart verknduelt, dass eine spontane
Riickfaltung nach Temperatursenkung nicht mehr méglich oder fehlerhaft ist.
Dariiber hinaus kénnen eine irreguldre Zusammenlagerung von entfalteten
Peptidkettensegmenten iiber nichtkovalente oder kovalente Verdnderungen in
der Polypeptidkette eine Wiederherstellung der nativen Struktur verhindern
[65].

Ratenprozess. Die Proteindenaturierung durch Warme ist eine endother-
me chemische Reaktion und daher ein temperaturabhédngiger Ratenprozess.
Jede chemische Reaktion kann durch eine mathematische Gleichung (das so-
genannte Geschwindigkeitsgesetz) beschrieben werden, in der die Konzen-
trationen der Reaktanden mit der Reaktionsgeschwindigkeit v in Relation
stehen. Das Geschwindigkeitsgesetz fiir die chemische Reaktion 1. Ordnung
(einstufige Reaktion) des Reaktanden A lautet:

Vg = —ddif =k-ca (2.27)
[66]. Hierin sind £k die Geschwindigkeitskonstante (oder Ratenkonstante) und
c4 die Konzentration des Reaktanden A. Da die Ratenkonstante temperatur-
abhéngig ist (k — k(7)) und der Temperaturverlauf zeitabhéngig sein kann
(T"— T'(t)), gilt fiir das Geschwindigkeitsgesetz allgemein:

dCA(t)
dt
Die Losung von Gl. 2.28 lautet:

= K(T(t)) - calt). (2.28)

Q= —In (CA(”> _ /kz(T(t’))dt’, (2.29)
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wobei ¢y die Konzentration des Reaktanden A zum Zeitpunkt ¢ = 0 ist. GI.
2.29 wird als Arrhenius-Integral und im Falle der thermischen Denaturierung

bzw. Inaktivierung von Biomolekiilen auch als Schddigungsintegral bezeich-
net [67, 68].

Zeitabhingiges Arrhenius-Modell. Die Geschwindigkeitskonstante k(7")

nimmt mit ansteigender Temperatur geméf der Arrhenius-Gleichung

k(T) = Ag - exp <_R£j;) (2.30)
zu |66, 67|. Hierin sind E, die Reaktanden-spezifische Aktivierungsenergie,
die iiberwunden werden muss, damit die chemische Reaktion ablaufen kann,
T die absolute thermodynamische Temperatur und R, = 8,314 J/mol K die
universelle Gaskonstante. Ag ist ein priaexponentieller Faktor, der fiir die je-
weilige Reaktion charakteristisch ist. Thermodynamische Berechnungen las-
sen zwar eine lineare Abhangigkeit von Ay von der Temperatur erwarten
sowie eine exponentielle Abhéngigkeit von der Entropiednderung AS des Sys-
tems:

Ag ~ T -exp (ﬁ) (2.31)

Ry

[68]. Im Bereich zwischen ~ 293 K (Raumtemperatur) und ~ 582K (spi-
nodaler Punkt bei py) kann in Gl. 2.30 die lineare Temperaturabhéngigkeit
von Ay gegeniiber der starken Temperaturabhéngigkeit des Exponentialterms
exp(—E,/R,T) jedoch vernachlissigt werden, so dass Ay als konstanter Fak-
tor betrachtet werden kann, der von der Entropieinderung des Proteins bei
der Denaturierung abhingt und fiir jeden Proteintyp empirisch bestimmt

werden muss.

Sind nun ¢(¢) und ¢y in Gl 2.29 die Konzentrationen der funktionsfihi-
gen Proteine zum Zeitpunkt ¢ bzw. ¢ = 0 und k(7(¢')) die spezifische, tem-
peraturabhingige Inaktivierungsrate, die durch die zeitabhéngige Arrhenius-

Gleichung

k(T(t") = Ap - exp <_Rg§}2t’)> (2.32)
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beschrieben werden kann, dann lautet das Schidigungsintegral fiir die tem-

peraturabhingige Proteindenaturierung schliefslich:

Q(t) == In (%) = Ay /t exp (— Rﬁ?t/)) dt’ (2.33)

[68]. Bei Kenntnis der Temperaturexposition 7'(t) sowie der Aktivierungsener-
gie E, und des praexponentiellen Faktors Ay des Systems kann mit diesem
Schidigungsintegral der Grad der Denaturierung bzw. Inaktivierung fiir je-

den Zeitpunkt berechnet werden.

Die Aktivierungsenergie verschiedener Proteintypen hingt stark vom pH-
Wert ihres Losungsmittels ab und liegt meist in einem Bereich zwischen 200
und 800 kJ/mol |68, 69|. Da diese Energien relativ hoch sind, ist der Wert des
Exponentialterms exp(—E,/R,T) in Gl. 2.30 extrem klein, z. B. 4,68 - 10733
fiir 50 °C und E, = 200kJ/mol. Dass trotzdem nennenswerte Denaturierungs-
raten in der GréRenordnung von 1074 1/s bei Temperaturen von nur 50 °C auf-
treten, kann nur durch die sehr grofe Entropiedifferenz zwischen dem geord-
neten Anfangszustand des Proteins (dem rdumlich hohen Ordnungszustand
der nativen Konformation) und dem ungeordneten Zustand der entfalteten
Polypeptidkette erklart werden [68]. Die grofse Entropiezunahme beim Ent-
faltungsprozess kann die hohe Aktivierungsenergie-Barriere also statistisch

kompensieren.

Die Arrhenius-Parameter fiir die in dieser Arbeit verwendete alkalische
Phosphatase wurden von RADT durch Temperatursprungexperimente bereits
bestimmt [16]. Dabei erhielt er fiir die Aktivierungsenergie £, = 161kJ/mol
und fiir den priexponentiellen Faktor Ay = 1,85-10% 1/s. Ausgehend von ei-
ner maximalen Wassertemperatur von etwa 300 °C in der angrenzenden Was-
serschicht des Nanopartikels (vgl. Abschnitt 2.2.1) wéren fiir eine 50%-ige
Proteinschddigung nach Gl.2.33 nur etwa 1,8 ns Heizdauer notig. Nach Ver-
gleich mit Abb. 2.5 liegt dies bei der Nanosekundenpuls-Absorption durchaus
im realisierbaren Bereich. Aufgrund der lingeren Warmezufuhr und des gro-
fseren erhitzten Wasservolumens erscheint eine thermische Inaktivierung bei

der Nanosekunden-Bestrahlung deutlich wahrscheinlicher als bei den Pikose-
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kundenpulsen. Bei letzteren liegt die Heizdauer nach Abb. 2.4 deutlich im
Sub-Nanosekundenbereich, was eine thermische Inaktivierung unwahrschein-

lich macht.

Entfaltungsdymamik. Dass durch Nanosekundenpulse erzeugte Heizdau-
ern tatsichlich eine zumindest teilweise Entfaltung der Polypeptidketten be-
wirken konnte, zeigen zahlreiche Untersuchungen an Modellproteinen, z. B.
dem FEngrailed Homeodomain Protein, dessen Faltungs- und Entfaltungsra-
ten von MAYOR et al. berechnet und gemessen wurden [70]. So errechne-
ten sie beispielsweise ~ 7,5ns fiir die Halbwertszeit der Entfaltung dieses
Proteins bei 100 °C. Fiir die fiir Proteine sehr hohe Temperatur von 225 °C
ergaben die molekulardynamischen Berechnungen sogar, dass die Denaturie-
rung bereits nach nur 260 ps beginnt [70]. Ahnlich kurze Entfaltungszeiten
wurden z. B. auch fiir die Denaturierung der 1TIT-Doméne des menschlichen
Titin-Proteins erhalten, dargestellt in Abb. 2.15 [71]. PACI et al. geben fiir
Temperaturen um 177 °C Entfaltungszeiten von wenigen Nanosekunden an.
Bei 227°C erhielten sie aus den Berechnungen Entfaltungszeiten von unter
500 ps [71].

Viele molekulardynamische Simulationen zeigen, dass bei hohen Tempe-
raturen extrem kurze Entfaltungszeiten auftreten. Allerdings ergeben diese
Berechnungen auch, dass sich die entarteten Polypeptidketten wieder zuriick-
falten konnen, so dass ein kurzzeitiger Temperatursprung meist keine irrever-
sible Schiadigung verursacht [70]. Daraus lisst sich schlussfolgern, dass Ent-
und Riickfaltung eines Proteins umgekehrte Prozesse sein konnten, allerdings

nur bei kurzen Temperaturspriingen und einfachen Polypeptiden |72].

Irreversible Denaturierung. Die bisher betrachteten Entfaltungsprozes-
se werden allein auf die thermodynamischen Verinderungen der nicht-kova-
lenten Bindungen zuriickgefiihrt. Hier kann eine Riickfaltung in den nativen
Zustand stattfinden, wenn keine Aggregation auftritt. Beispielsweise denatu-
rieren Lysozym-Proteine aus Hiihnereiweifs durch kurzzeitiges Erhitzen auf
100 °C, so dass sie vollkommen ihre Funktion verlieren. Wenn sie jedoch sofort

wieder abkiihlen, erlangen sie ihre Aktivitét vollstandig zuriick [65]. Dabei ha-
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Abbildung 2.15. Von PACTI et al. berechneter Entfaltungsverlauf fiir die 1TIT Do-
méane des menschlichen Titin-Proteins bei 450 K. Der Parameter ryc beschreibt
den Abstand zwischen dem N- und dem C-terminalen Ende der Polypeptidkette.
A) Réntgenkristallstruktur (1TIT), 7yc = 45 A. Die Sequenz B D zeigt die tempe-
raturinduzierte Entfaltung: B) 0,6 ns, rnvc = 34 A; C) 1,5ns, rye = 37A D) 4,8 ns,
rnvc = 38A. Die Sequenz E—H beschreibt eine durch Einwirkung von atomarer
Kraft verursachte Entfaltung: E) ryc = 54 A; F) ryo = 75 A; Q) rve = 126 A; H)
rnc = 138 A (Abbildung verindert nach [71]).

ben AHERN und KLIBANOV durch zahlreiche Experimente zur thermischen
Inaktivierung von Lysozymen aus Hiihnereiweifs herausgefunden, dass die #r-
reversible Denaturierung auch oder gerade aufgrund kovalenter Anderungen
in der Polypeptidkette verursacht wird [65|. Eine Desaminierung von Aspara-
ginresten, die Hydrolyse von Peptidbindungen an den Asparaginsduren und
die Zerstorung von Disulfidbindungen sowie die Bildung von Zufallskonfor-
mationen sind fiir die Irreversibilitdt der Entfaltung verantwortlich. Dabei
hingt der Grad der kovalenten Verdnderungen vom pH-Wert, der Dauer der
Wirmezufuhr und der Temperatur ab. So geben AHERN und KLIBANOV
an, dass pro Stunde Temperaturerh6hung auf 100 °C beim nativen pH-Wert
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des Lysozyms (pH 8) etwa 18 Desaminierungen von Asparaginresten, 6 Zer-
storungen von Cystein-Seitenketten und 32 irregulére Formationsbildungen
auftreten [65].

Insgesamt hangt die Kinetik der thermischen Proteindenaturierung neben
Faktoren wie dem pH-Wert und der Ionenstirke des Losungsmittels davon
ab, wie hoch die Temperatur ist, wie lange die Warmezufuhr erfolgt, an wel-
chen Stellen im Protein die Denaturierung beginnt und welchen Zeitraum
der Entfaltungsprozess benotigt. Auferdem héngt die Irreversibilitat der De-
naturierung von der Proteinkonzentration, der Anzahl und Anordnung der
Asparagine und Cysteine sowie der Anwesenheit von Aggregationspartnern
und moglicherweise auch noch von weiteren Parametern ab. Da hier etli-
che Unbekannte im Spiel sind, die sich zudem noch gegenseitig beeinflussen
konnen, lassen sich keine allgemein giiltigen Regeln fiir proteinspezifische In-

aktivierungstemperaturen und Heizdauern angeben.

2.3.3 Denaturierung an Grenzflichen

In Abschnitt 2.2.1 ist beschrieben, dass ab bestimmten Partikeltemperaturen
Kavitationsblasen entstehen. Innerhalb und an der Grenzfliche der Kavita-
tionsblasen dndert sich die Umgebung der Proteine drastisch. So ist neben
hohen Temperaturen und Driicken auch mit dem Schwund des Losungsmit-
tels und starken Dichteschwankungen beim Aufschwingen und Kollaps der
Blase zu rechnen. Auferdem ist seit langem bekannt, dass wasserlésliche Pro-

teine an hydrophoben Grenzflichen denaturieren kénnen [73].

Hydrophobe Wechselwirkung. Es sind hauptséichlich die hydrophoben
WW zwischen den apolaren Aminosdurenseitenketten, die fiir die Gestalt
und Stabilitit der Tertifirstruktur verantwortlich sind. Dabei ist die treiben-
de Kraft bei diesem Bindungstyp nicht die direkte Wirkung der apolaren
Molekiile aufeinander, sondern das Bestreben des Systems (Protein und Lo-
sungsmittel), moglichst viele Wassermolekiile in den energetisch giinstigsten
Zustand zu bringen. Ein apolares Molekiil kann mit den Wassermolekiilen

selbst keine Wasserstoffbriickenbindung eingehen. Daher stort es die norma-
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le, energetisch gilinstigste Wasserstruktur und erzeugt praktisch einen ,Kafig*
aus Wassermolekiilen um das apolare System herum. Die hydrophobe WW
wird also durch die kollektiven Wasserstoftbriickenbindungen der umgeben-

den Wassermolekiile erzeugt.

Grenzflichendenaturierung. Wasserldsliche Proteine nehmen eine Kon-
formation ein, bei der die unpolaren, hydrophoben Bereiche der Polypeptid-
ketten nach innen und die polaren, hydrophilen Regionen nach aufen gerich-
tet sind. Gerit nun ein solches Protein an eine Grenzfliche mit hydrophobem
Charakter, dann richten sich die normalerweise innen liegenden hydrophoben
Gruppen aufgrund der Krifteverschiebung an der Grenzflache aus |74]. Dies
filhrt zu einer strukturellen Anderung, deren Ausmaf vom Proteintyp, der
Proteinkonzentration, dem Losungsmittel und der Grenzflichenbeschaffen-
heit abhéngt. Insbesondere die Art der Grenzfliche (fliissig - fliissig, fliissig -
fest oder fliissig— gasformig) und die Expositionsdauer haben dabei grofen
Einfluss auf die Entfaltung [75].

Luft und Ol besitzen beide einen hydrophoben Charakter. Aus diesem
Grund konnen sich wasserlosliche Proteine an einer Grenzfliche Wasser — Ol
oder Wasser — Luft entfalten und dabei einen wasserunloslichen monomole-
kularen Film auf der Oberfliche bilden [73]. Dieser Effekt fiihrt z. B. beim
Schiitteln von wassrigen Proteinlésungen zur Schaumbildung. Abhingig vom
Proteintyp und der Expositionszeit zur Luftschicht, kann hierbei ein erhebli-

cher Teil der Proteine irreversibel denaturieren [76, 77].

Denaturierung an und in Kavitationsblasen. Bei der bisherigen Be-
trachtung zur Grenzflichendenaturierung wurde von einer semi-hydrophoben
Grenzfliche ausgegangen. Da bei der Phasenumwandlung von Wasser zu Was-
serdampf die Wasserstoftbriickenbindungen kollektiv aufbrechen, kann eine
Dampfblase auch als hydrophob betrachtet werden. Demnach kénnen was-
serlosliche Proteine an Kavitationsblasengrenzflichen ebenfalls denaturieren,
wenn die Expositionsdauer hinreichend grof ist. Verbleibt das Protein auf-
grund einer sehr festen Bindung auch nach der Blasenbildung am Goldpar-

tikel, ist es wihrend der Lebensdauer der Kavitationsblase nicht mehr von
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fliissigem Wasser umgeben. Aufserdem destabilisieren sich auch die Wasser-
stoffbriickenbindungen von Wassermolekiilen innerhalb des Proteins. Dabei
ist bekannt, dass im Inneren von Proteinen gebundene Wassermolekiile die
Proteinstruktur stabilisieren [78, 79|. Ohne fliissiges Wasser gehen die hy-
drophoben WW verloren, was bei ausreichender Expositionszeit zur Denatu-
rierung fiihrt. Ob dieser Prozess dann irreversibel ist, kann allerdings nicht
vorhergesagt werden. Irreversible Denaturierung wurde bei durch Schall- und
Ultraschall erzeugter Kavitation beobachtet. Als Schadensmechanismus wer-
den hier jedoch eher chemische Ursachen in Betracht gezogen, weil sich die
Denaturierung durch protektive Zusétze (z. B. Radikalfinger oder reduzieren-

de Substanzen) verringern lésst [80-83].

2.3.4 Denaturierung durch Druck

Proteine kénnen auch durch hohen Druck denaturieren [84|. Der Grad der
Druckdenaturierung ist dabei temperaturabhingig, und die Proteine kénnen
reversibel und irreversibel denaturieren [85, 86]. Hierzu sind allerdings sehr
hohe Driicke von mindestens 1.500 bar erforderlich [87, 88|. Die Kavitations-
blasen um die laserbestrahlten Goldnanopartikel haben jedoch einen Initial-
Blasendruck von hochstens 92 bar (siche Abschnitt 2.2.1), so dass eine De-
naturierung durch den Blaseninnendruck oder die auslaufenden Druckwellen

unwahrscheinlich ist.

2.3.5 Proteinschidigung durch chemische Reaktionen

Schidigung durch Lichtabsorption. Photochemie ist ein weiterer Me-
chanismus, der zu einer Proteinschidigung fiihren kann. Das griine Laserlicht
des in dieser Arbeit verwendeten Nd:YLF-Lasers (A = 527 nm) enthélt Licht-
quanten der Energie Epnoton = hc/A = 2,35eV. Nach Tab. 2.4 sind diese
Lichtquanten energetisch in der Lage, Disulfidbriicken oder N — O-Bindungen
aufzubrechen. Weil die meisten Proteine in diesem Wellenldngenbereich je-
doch nicht absorbieren, sind Proteinschiden durch eine einfache Lichtabsorp-

tion nicht zu erwarten.
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Schidigung durch Zwei-Photonen-Absorption. Aufgrund der elektro-
nischen Struktur der Aromaten innerhalb einiger Aminosduren absorbieren
Proteine UV-Licht zwischen 200 und 300nm [89, 90|. So besitzen Trypto-
phan, Tyrosin und Phenylalanin ein charakteristisches UV-Absorptionsspek-
trum mit einem Maximum zwischen 200 und 230nm und einem weiteren
bei etwa 280 nm. Wenn nun — mit einer sehr geringen Wahrscheinlichkeit —
in solch einer Aminoséure zwei 527 nm-Photonen gleichzeitig am selben Ort
eintreffen, konnen beide Photonen mit einer resultierenden Gesamtenergie
von 4,7eV (entsprechend einer Wellenléinge 264 nm) von der Aminoséure ab-
sorbiert werden. Diese Energiedeposition kann dann zu kovalenten Schiden
innerhalb von Proteinen oder zu anderen Effekten wie einer Quervernetzung
zwischen zwei Aminoséuren fiihren [91, 92]. Allerdings miissen diese Schiden
nicht unbedingt zu einem Funktionsverlust fiihren, da das Protein von vie-
len nichtkovalenten Wechselwirkungen stabilisiert wird. Es kommt darauf an,
wo im Polypeptid der Schaden auftritt und wie viele Schiaden insgesamt er-
zeugt werden. Letztlich sind photochemische Schaden durch Zwei-Photonen-
Absorption also rein statistischer Natur und nehmen in erster Naherung linear

mit der Expositionszeit und quadratisch mit der Bestrahlungsstiarke zu.

Schadigung durch Partikelfragmentierung. Wenn das Goldpartikel

sehr stark erhitzt wird, kann das Partikel fragmentieren oder sogar verdampfen.
Bei diesen Prozessen entstehen neben Goldfragmenten, -atomen und -ionen

auch solvatisierte Elektronen, welche Proteine schidigen kénnen [57, 93, 94].

Da diese zum Teil chemisch reaktiven Produkte durch die dynamischen Kavi-

tationsblasen-Prozesse im Probenvolumen unspezifisch verteilt werden, kon-

nen sie auch nicht-lokale Effekte der NALI bewirken.

2.3.6 Zusammenfassung der Schadensmechanismen

In Abb. 2.16 sind die Schidigungsmechanismen der Nanopartikel-assistierten
Laserinaktivierung von Proteinen nochmal schematisch zusammengefasst. De-
ren Ausgangspunkt ist zunéchst der Temperaturanstieg im Nanopartikel und

seiner wassrigen Umgebung. Temperaturen von bis zu 300 °C kénnen bei hin-
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reichend langer Warmezufuhr eine rein thermische Denaturierung der an das
Goldpartikel gekoppelten Proteine bewirken. Bei Wassertemperaturen ober-
halb der Nukleationsschwelle entsteht eine Dampfblase mit grofen Dichte-
schwankungen und hohen Temperaturen um das Partikel herum. Innerhalb
der Kavitationsblase ist kein fliissiges Wasser mehr vorhanden. Dadurch wer-
den die hydrophoben Wechselwirkungen im Protein destabilisiert. Auferdem
ist an der Dampfblasenwand noch mit einer Grenzflichendenaturierung zu
rechnen. Bei extrem starker Erhitzung bis {iber den Schmelzpunkt von Gold
hinaus konnen schlieflich noch chemische Schiden durch solvatisierte Elek-

tronen und Wasserradikale sowie deren Folgeprodukte erzeugt werden.

Schwund des
Lésungsmittels

Goldfragmente,
-ionen und -atome

Schmelzen

Kavitation ) )
Zielprotein

Wasserradikale,
solvatisierte Elektronen

Grenzflache

Abbildung 2.16. Schidigungsmechanismen der NALI.



Kapitel 3

Material und Methoden

3.1 Goldnanopartikel-Protein-Konjugate

Bereits in den frithen 1960er Jahren wurde kolloidales Gold fiir elektronen-
mikroskopische Untersuchungen von biologischen Strukturen eingesetzt [95].
Die hohe Elektronendichte der Goldatome bewirkt einen guten Elektronen-
mikroskopie-Kontrast und seine chemische Stabilitdt pradestinieren dieses
Material fiir den Einsatz in der Histologie. Nachdem das kolloidale Gold zu-
néchst ziellos ohne Tracer-Molekiile in Gewebsschnitte mikroinjiziert wurde,
um anschliefsend die Verteilung der Goldpartikel zu untersuchen, wurden ab
1971 die Goldpartikel mit spezifischen Antikérpern beschichtet, um bestimm-
te Antigen-Regionen innerhalb von biologischen Proben nachzuweisen bzw.
sichtbar zu machen [96]. Kurze Zeit spiter erkannten Wissenschaftler dann,
dass sich die Nanopartikel-Antikorper-Konjugate in Kombination mit Silber-
farbung sogar als Kontrastmittel fiir lichtmikroskopische Aufnahmen eignen
[97, 98].

3.1.1 Modellproteine

In dieser Arbeit wurden Goldpartikel nicht als Kontrastmittel zur Visuali-
sierung von Gewebsstrukturen, sondern als Absorber fiir Laserstrahlung mit
dem Ziel der Denaturierung gekoppelter Modellproteine eingesetzt. Damit die

absorbierte Energie effektiv vom Goldpartikel auf seine Proteinhiille {ibertra-

57
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gen wird, muss das Nanopartikel-Protein-System mindestens fiir die Dauer
von der Probenherstellung bis zum Bestrahlungsexperiment stabil sein. An-
dererseits miissen die Proteine auch im gebundenem Zustand katalytisch ak-
tiv bleiben. Die Forderung einer hinreichenden katalytischen Aktivitdat bei
gleichzeitig stabiler Bindung schrénkt die Wahl der Testenzyme ein.

Die Bindung von Proteinen an die Goldpartikel gelingt aufgrund von drei
Wechselwirkungen [99]:

e Elektrostatische Anziehung zwischen dem negativ geladenen Goldpar-

tikel und einer positiv geladenen Region auf der Proteinoberfliche.
e Hydrophobe Wechselwirkung zwischen Protein und Goldpartikel.

e Koordinative Bindung (Elektronenpaarbindung) zwischen den Leitungs-
elektronen des Goldes und Schwefelatomen, welche in den Aminosduren

Cystein und Methionin auftreten.

Die koordinative Bindung spielt bei den in dieser Arbeit verwendeten Pro-
teinen praktisch keine Rolle, da die Schwefelatome bei diesen nicht an der
Proteinoberfliche liegen [100]. Auch die hydrophobe Wechselwirkung ist zu-
néchst eher von untergeordneter Bedeutung, da die Aufenseiten der Enzyme
und Antikorper sehr hydrophil sind. Allerdings wirkt die hydrophobe WW
stabilisierend, nachdem die Bindung aufgrund der dominierenden elektrosta-
tischen Anziehung zustandegekommen ist. Dementsprechend sind positiv ge-
ladene Regionen an der Proteinoberfliche eine zwingende Voraussetzung fiir

eine stabile Goldpartikel-Protein-Kopplung.

Alkalische Phosphatase aus der Rinderdarmschleimhaut (AP). Das
hauptséchlich verwendete Modellprotein war die alkalische Phosphatase (EC
3.1.3.1), ein Zink und Magnesium enthaltendes, homodimeres Glykoprotein,
das der Enzymkategorie der Hydrolasen zugeordnet wird [101]. Es kommt
in unterschiedlichen Formen in nahezu allen Lebewesen vor, beginnend beim
Bakterium Escherichia coli bis hin zum Menschen [102|. In grofseren Mengen

ist es in Knochen, Darm, Plazenta, Leber und Nieren von Sdugetieren zu
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finden. Die charakteristische biochemische Funktion dieses hochaktiven En-
zyms ist die Entfernung von Phosphat-Gruppen (Dephosphorylierung) bei
Proteinen, Nukleotiden und Alkaloiden [103]. In den Lebenswissenschaften
findet es eine weit verbreitete Anwendung als Markerenzym fiir Immunglo-
buline (Antikérper) in verschiedenen immunochemischen Anwendungen wie
ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay), Immunoblotting und Immu-
nohistochemie.

Fiir die Untersuchungen in dieser Arbeit wurde insbesondere die alkalische
Phosphatase aus der Darmschleimhaut von Rindern verwendet, im Folgenden
nur noch mit AP bezeichnet. Speziell dieses Enzym war gleich aus mehreren

Griinden besonders gut geeignet:

e Siugetier-AP besitzt eine 10— 100-fach hohere Aktivitit als bakterielle
AP [104].

e Fiir dieses Enzym existieren spezifische Antikorper (Rezap), welche gut

an Goldpartikel koppeln.

e Es lésst sich hervorragend an Goldpartikel koppeln, sowohl direkt (Au-
AP) als auch iiber den Rezap-Antikorper (Au-Rezap-AP).

e Es bleibt nach der Kopplung katalytisch aktiv.

e Esist unter Laborbedingungen einfach zu handhaben und lange haltbar

(ca. 1% Aktivitdtsverlust pro Woche bei 4 °C Lagerungstemperatur).

e Die Enzymaktivitdt der Au-(Rezap)-AP-Konjugate ist mit handelsiib-
lichen Substraten und einem optischen Enzymtest einfach, schnell und

genau messbar.
e Es ist in sehr reiner Form kostengiinstig kommerziell erhaltlich.

Das Enzym wurde unter der Produktnummer P5521-1KU von der Fa. Sigma-
Aldrich bezogen [105, 106]. Es besitzt 1t. Hersteller einschlieflich der Kohle-
hydratanteile ein Molekulargewicht von etwa 160 kDa, was durch SDS-PAGE
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b)

Abbildung 3.1. a) Berechnete Struktur des A-Monomers der alkalischen Phospha-
tase aus der Rinderdarmschleimhaut. b) Gerenderte Oberflichenladung des Prote-
ins bei pH7. Die kationischen Bereiche (potenzielle Goldpartikel-Bindungsstellen)
sind blau dargestellt, die anionischen rot. Der schwarze Pfeil zeigt auf das aktive
Zentrum des Proteins, das zwei Zn?'-Ionen und ein Mg?* enthilt.

(Sodium Dodecylsulfate Polyacrylamide Gel Elektrophoresis) bestimmt wur-
de. Es entwickelt seine optimale Aktivitiat fiir den Substratumsatz von pN-
PP (para-Nitrophenylphosphat) bei pH 9,8 und 37 °C und sein isoelektrischer
Punkt (IEP) wurde zu 5,68 berechnet [101, 107].

Leider liegen fiir dieses Protein bisher keine Strukturinformationen aus
Rontgenkristallstrukturanalysen vor. Daher musste die Proteinstruktur theo-
retisch berechnet werden, um daraus die Abmessungen und die fiir die direkte
Kopplung wichtige Oberflichenladungsverteilung zu erhalten. Fiir die Berech-
nung der Proteinstruktur wurde die von WEISSIG et al. aus DNA-Analysen
bestimmte Aminoséuresequenz herangezogen [108|. Die Primérsequenz wur-
de dann per Textdatei elektronisch an den GENO3D-Modellrechner geschickt
[61, 62]. Dieser suchte nach den in der Aminoséuresequenz &hnlichsten Prote-
inen mit bekannter Struktur (— menschliche Plazenta-AP [109]) und berech-
nete auf dieser Grundlage mittels Energieminimierung die wahrscheinlichs-
te Struktur der gesuchten AP. Anschliefend wurden mit diesen Daten mit
dem Swiss-PdbViewer sowie POV -Ray die Tertidrstruktur und Oberflichen-
ladungsverteilung des A-Monomers berechnet, dargestellt in Abb. 3.1.
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Abbildung 3.2. Relative Enzymaktivitdt von AP nach Kopplung an 6, 15, und
30 nm Goldpartikel. Die Aktivitdtsbestimmung erfolgte mit dem in Abschnitt 3.3.1
beschriebenen optischen Enzymtest.

Fiir eine detaillierte Strukturbeschreibung von hochkonservierter Sdugetier-
AP sei auf die Publikation von LE DU verwiesen [109]. Aus der in Abb.
3.1 gezeigten Simulation gehen nur die Abmessungen und die Oberflichenla-
dungsverteilung hervor. Demnach besitzt das Monomer eine Grofe von etwa
(BxHxT)75x 75 x 5nm. Da die beiden Monomere leicht gegeneinan-
der verdreht sind, ergeben sich fiir das gesamte Homodimer Abmessungen
von ungefihr 15 x 7,5 x 8nm [109]|. Aus der Oberflichensimulation wird er-
sichtlich, dass das Enzym bei pH 7 ausgepragte kationische Bereiche besitzt,
welche unweit des aktiven Zentrums lokalisiert sind. Dies bedeutet einerseits,
dass die Phosphatase gute Bindungsstellen fiir die anionischen Goldpartikel
besitzt, was die hohe Au-AP-Bindungsstabilitit erklart.

Auf der anderen Seite kann durch die Partikel-Bindung in der Nihe des
aktiven Zentrums auch die enzymatische Aktivitit der Proteine reduziert
werden. So war zu beobachten, dass die AP-Enzymaktivitdt nach der Kon-
jugation im optimalen Protein-zu-Goldpartikel-Verhéltnis (siehe Abschnitt
3.1.2) geringer war als die Aktivitit ungebundener Enzyme mit gleicher Kon-
zentration, gezeigt in Abb. 3.2. Aus dem Diagramm geht hevor, dass die

Aktivitdtsreduktion mit abnehmender Partikelgrofe zunimmt: Von geringen
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3% bei 30 nm Partikeln iiber rund 13% bei den 15 nm grofen Teilchen bis hin
zu 70% Aktivitatsverlust bei 6 nm Partikeln. Dies liegt moglicherweise daran,
dass das elektrische Feld bzw. die elektrostatische Anziehung des Partikels
eine Verzerrung der Proteinstruktur nahe des aktiven Zentrums hervorruft
und damit eine Hemmung der Enzymaktivitat bewirkt. Diese sterische Verzer-
rung nimmt dann nach Abb. 3.2 mit abnehmender Partikelgrofe zu. Denkbar
ist auch, dass es aufgrund der geringen Partikelgréfse und der hohen Parti-
keldichte im optimalen Protein-zu-Goldpartikel-Verhéltnis (siehe Abschnitt
3.1.2) zu AP-Auy,-Mehrfachbindungen (d.h. mehrere Goldpartikel pro Prote-
in) kommt, woraus Einschrankungen der Enzymaktivitit resultieren kénnten.
Da die Aktivitdt der bestrahlten Proben immer ins Verhéltnis zur Aktivi-
tat der unbestrahlten Kontrollen gesetzt wurde, spielte die Reduzierung der
Enzymaktivitit infolge der Konjugation bei den Bestrahlungsexperimenten

praktisch keine Rolle.

Peroxidase aus Meerrettichwurzeln (HRP). Ein weiteres verwendetes
Protein war die Meerrettich-Peroxidase (perozidase from horseradish roots,
EC 1.11.1.7), ein monomeres, katalytisch hochaktives Enzym, das Ferriproto-
porphyrin IX (Ham) im aktiven Zentrum enthélt |[110]. Peroxidasen kommen
weit verbreitet in Bakterien, Pflanzen, Pilzen und Wirbeltieren vor und oxi-
dieren verschiedenste Substrate unter Reduktion von Wasserstoffperoxid, wes-
halb dieses Enzym der Kategorie der Oxireduktasen zugeordnet wird [111].

Die verwendete Meerrettich-Peroxidase, im Weiteren mit HRP bezeich-
net, wurde aus den Wurzeln der Pflanze Amoracia rusticana gewonnen. Sie
wurde von Sigma-Aldrich unter der Produktbezeichnung P6140-2KU bezo-
gen [112]. Das Molekulargewicht der HRP betrigt rd. 44kDa. Es setzt sich
zusammen aus 33.890 Da fiir die Polypeptidkette und ca. 700 Da fiir die pros-
thetische Ham-Gruppe einschlieRlich Ca?"-Ion sowie 9.400 Da fiir gebunde-
ne Kohlenhydrate verschiedener Komposition. Seine maximale Aktivitét fiir
den Substratumsatz von OPD (o-Phenylendiamin) entfaltet es bei etwa 20 °C
zwischen pH 6.0 und 6,5 und sein isoelektrischer Punkt (IEP) wurde zu 6,24
berechnet [107, 111].

Die Struktur der HRP ist durch Rontgenkristallstrukturanalysen bekannt
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Abbildung 3.3. a) Struktur der Meerrettich-Peroxidase nach BERGLUND et al.
[113]. b) Berechnete Oberflichenladung des Proteins bei pH 7, dargestellt mit den
kationischen (blau) und anionischen (rot) Regionen. Die schwarzen Pfeile weisen
auf das aktive Zentrum des Proteins, das ein Ham-Molekiil enthalt.

und hier nach Protein Data Bank Modell ,1H5A“ in Abb. 3.3 wiedergegeben
[113, 114]. Nach den Strukturanalysen besitzt das recht kompakte Enzym
Abmessungen von etwa (B x H x T) 5,7 x 3,8 x 4nm. Weiterhin zeigt die
Oberflichensimulation die Existenz ausgeprigter kationischer Bereiche, wel-
che sich im Gegensatz zur AP (vgl. Abb. 3.1) aber auf mehrere Orte rund
um das HRP-Molekiil verteilen. Daher konnen diese Proteine elektrostatisch
an die Goldpartikel koppeln, ohne dass ihre enzymatische Aktivitat entschei-
dend beeinflusst wird. Dies konnte experimentell auch bestétigt werden: Im
Gegensatz zur starken Aktivitdtsminderung um 70% bei der Kopplung von
AP an die 6 nm Partikel wird die HRP-Aktivitdt nach der Bindung an diese
Partikel um lediglich 10% reduziert. Allerdings waren die 6 und 30 nm Au-
HRP-Konjugate recht instabil; hier war bereits nach wenigen Stunden eine

Aggregation der Goldpartikel zu beobachten.

Alkalische Phosphatase aus der Darmanhangdriise von Eismeergar-
nelen (SAP). Fiir einige Kontrollexperimente wurde die thermolabile alka-
lische Phosphatase (EC 3.1.3.1) aus Shrimps (Pandalus borealis) verwendet,
im Folgenden mit SAP bezeichnet. Dieser Typ der alkalischen Phosphatase,

ebenfalls ein hochaktives Homodimer mit Zink und Magnesium im aktiven
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/

Abbildung 3.4. a) Struktur der alkalischen Phosphatase aus Shrimps nach DE
BACKER et al. [59, 118]. b) Die Oberflichenladung des Proteins hat bei pH7 aus-
schlieflich anionischen Charakter.

Zentrum, wurde urspriinglich aus der Darmanhangdriise von Eismeergarnelen
isoliert [115]. Thre biologische Funktion entspricht der von AP aus der Rinder-
darmschleimhaut, und sie ist enzymatisch dhnlich stark aktiv. Im Gegensatz
zur Séugetier-AP wird SAP jedoch nach 15 Minuten Wérmeeinwirkung von
65 °C vollstindig irreversibel denaturiert, was dieses Enzym fiir technische

Anwendungen besonders interessant macht [116].

SAP wurde unter der Produktnummer P9088-1KU von Sigma-Aldrich
erworben [117|. Die optimale Aktivitat fiir den pNPP-Substratumsatz entwi-
ckelt es bei etwa 37 °C zwischen pH 8,0 und 10,4 und der isoelektrische Punkt
liegt bei geringen 3,7 [101, 116]. Das Molekulargewicht des gesamten Glyko-
proteins betréigt 1t. SDS-PAGE ca. 155 kDa, das Molekulargewicht der beiden
isolierten Polypeptidketten (ohne Kohlenhydrate) betrigt dagegen ungefihr
106 kDa [59, 115].

Die Enzymstruktur ist nach Protein Data Bank Modell ,1ISHN*“ in Abb.
3.4 wiedergegeben [118]. Das gesamte Protein misst etwa (B x Hx T) 9,5 x
6,5 x 5nm und ist damit etwas kleiner als die Rinder-AP [59]. In seiner Ober-
flaichenladungsverteilung unterscheidet sich SAP erheblich von der Sdugetier-
AP, denn es besitzt bei neutralem pH-Wert keine kationischen Bereiche, was

eine elektrostatische Kopplung mit den Goldpartikeln praktisch unmoglich



3.1. GOLDNANOPARTIKEL-PROTEIN-KONJUGATE 65

macht. Dies wurde durch zahlreiche erfolglose Kopplungsversuche auch be-

statigt.

Beta-Galactosidase aus dem Bakterium E. coli (5-Gal). Wie SAP
spielt auch die Beta-Galactosidase (EC 3.2.1.23) in dieser Arbeit eine eher
untergeordnete Rolle, da sie ebenfalls eine hochgradig anionische Oberflache
besitzt. Dieses Enzym aus der Gruppe der Hydrolasen, das in unterschiedli-
cher Form in fast allen Lebewesen vorkommt, katalysiert die Hydrolase von
B-Galactosiden zu Monosacchariden [119].

Die in dieser Arbeit verwendete [-Galactosidase aus dem Bakterium F.
coli wurde unter der Produktnummer G5635-1KU von Sigma-Aldrich bezo-
gen [120]. Das Protein besteht aus vier identischen Untereinheiten mit jeweils
1023 Aminosduren [121|. Das gesamte Molekulargewicht des Tetramers be-
tragt etwa 465,4 kDa [122]. Maximale Aktivitit fiir den Substratumsatz von
oNPG (O-Nitrophenyl-3-D-galactopyranosid) entwickelt es bei pH7,3 und
der isoelektrische Punkt liegt bei 7,3 [120].

In Abb. 3.5 ist die Struktur von (-Gal nach Protein Data Bank Modell
,1F4H* dargestellt [114, 123]. Das Tetramer hat Abmessungen von etwa 17,5 x
13,3 x 11 nm und bei pH 7 einen anionischen Oberflichencharakter, was auch

hier eine stabile elektrostatische Bindung an die Goldpartikel verhindert.

Abbildung 3.5. a) Quartérstruktur der S-Galactosidase nach JUERS et al. [123]. b)
Auch dieses Protein hat bei pH 7 eine ausgesprochen negative Oberflichenladung.



66 KAPITEL 3. MATERIAL UND METHODEN

Rezap- und Mib-1-AntikSérper. Aufer den genannten Enzymen wur-
den noch zwei Antikérper-Typen in einigen Experimenten verwendet: 1. Re-
zap und 2. Mib-1. Bei Rezap handelt es sich um einen monoklonalen Maus-
Antikorper gegen das CD30-Protein und die alkalische Phosphatase aus der
Rinderdarmschleimhaut [124]. Somit fungierte Rezap als spezifisches Bin-
dungsmolekiil fiir AP. Beim Mib-1, im Folgenden als Mib1 bezeichnet, han-
delt es sich dagegen um einen monoklonalen Maus-Antikorper gegen das Ki-
67-Protein [125, 126]. Dieser Antikorper geht keine Bindung mit dem AP-
Molekiil ein. Mit den aus den Antikérpern gebildeten Konjugaten wurde die
Abstandsabhingigkeit der AP-Inaktivierung untersucht. Beide Antikorper-
Typen wurden vom Forschungszentrum Borstel, Abteilung fiir Immunologie

und Zellbiologie, bezogen.

3.1.2 Konjugation von Goldpartikeln und Proteinen

Alle verwendeten Nanopartikel-Protein-Konjugate wurden nach den Proto-
kollen von Aurion und British Biocell International (BBI), von denen die
6 nm und 15nm (Aurion) sowie die 30nm (BBI) Goldpartikel bezogen wur-
den, hergestellt [127, 128|. Im Folgenden werden die Konjugate, die bspw.
aus 6 nm Goldpartikeln und AP bestehen, als 6Au-AP bezeichnet. Konju-
gate, die aus 15nm Partikel, den AP-spezifischen Rezap-Antikorpern und
AP bestehen, werden 15Au-Rezap-AP genannt. Bei anderen Partikelgrofen
und/oder Proteinen ist die Nomenklatur entsprechend angepasst. Beziiglich
der Herstellung der Konjugate werden die wichtigsten Sachverhalte nun kurz

erlautert, fiir detailliertere Informationen sei auf [127-130] verwiesen.

Partikelkonzentrationen. Laut Hersteller hatten die in dieser Arbeit ver-
wendeten Goldpartikellosungen bei einer Extinktion von ODjsopnm = 1 die

folgenden Teilchenkonzentrationen [128, 131]:
e GAu: 2,4-10¥ml !,
e 15Au: 1,5- 102 ml!.

e 30Au: 2- 10" mI—t.
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Mit diesen Goldpartikellosungen wurden alle Konjugate hergestellt.

Konjugation am isoelektrischen Punkt. Das Einstellen der Protein-
und Goldlosungen auf den isoelektrischen Punkt (IEP) des zu koppelnden
Proteins ist fiir die Konjugation von entscheidender Bedeutung. Am IEP
sind gleich viele Aminogruppen des Polypeptids positiv geladen, wie Sau-
regruppen negativ. Somit ist bei diesem pH-Wert die Summenladung des
Proteins praktisch null. Daher findet zwar keine Proteinwanderung in einem
duferen elektrischen Feld mehr statt, das Protein kann sich aufgrund loka-
ler Residuenladungen wohl aber verformen und ausrichten. Uberdies erreicht
auch die Loslichkeit der Proteine bei elektrostatischer Neutralitdat ein Mini-
mum, was deren Adsorption an die Goldpartikel stark begiinstigt. Werden die
auf den IEP eingestellten Protein- und Goldlésungen nun zusammengebracht,
gelangen die elektrisch neutralen Proteine durch Diffusion in den lokalen Wir-
kungsbereich der Nanopartikel, richten sich aufgrund deren elektrostatischer

Felder aus und koppeln mit ihren kationischen Oberflichenresiduen an [132].

Optimales Protein-zu-Goldpartikel Verhaltnis. Qualitativ gute Gold-
partikel-Protein-Konjugate sollten einlagig und moglichst gleichméfbig mit
Proteinen beschichtet sein, so wie es in Abb. 3.6 a) schematisch dargestellt
ist. Dann sind sie verhéltnism#Rig unempfindlich gegeniiber einer Anderung
der Tonenstérke in ihrer wéssrigen Umgebung. Dagegen aggregieren die Kon-
jugate bei unvollstindiger Protein-Bedeckung schnell, wenn positive Ionen
zugesetzt werden (siehe Abb. 3.6 b). Diese Aggregation bewirkt eine Ver-
anderung der Lichtabsorption. Dies macht einerseits die Konjugate fiir den
Zweck als Absorber im griinen Spektralbereich unbrauchbar, wird aber ande-
rerseits auch gerade dazu ausgenutzt die Mindestmenge an Proteinen zu er-
mitteln, die fiir eine einlagige Beschichtung der Goldpartikel gerade ausreicht.
Durch Kenntnis der jeweiligen Partikel- und Proteinkonzentration lasst sich
das optimale Protein-zu-Goldpartikel-Verhaltnis dann berechnen.

Die Bestimmung der Proteinmenge fiir die Herstellung eines flichendecken-
den Protein-Monolayers wurde fiir jede Protein- und Goldpartikelcharge durch-

gefithrt, da die pH-Werte sowie die Protein- und Partikelkonzentrationen
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a) b)

Abbildung 3.6. a) Optimale Kopplung: Das anionische Goldpartikel (gelb) ist
flachendeckend von einer einlagigen Proteinschicht (blau) umgeben und bietet po-
sitiven Tonen (rot) keine Bindungsmoglichkeit. b) Aggregation: Bei zu geringer
Proteinkonzentration verbleibt teilweise noch freie Goldoberfliche. Hier bewirken
positiv geladene Ionen eine sofortige Anlagerung benachbarter Goldpartikel.

meist etwas unterschiedlich waren. Die Testreihen wurden dabei in mehreren
Stufen durchgefiihrt, um groftmogliche Genauigkeit zu erreichen. Zunéchst
wurden 5ml einer 2mM Natriumtetraborat-Losung (Boraxlosung) und 3 -
5ml der Aurion- bzw. BBI-Goldlosung mittels Titration geringer Mengen
(einige Mikroliter) von 100 mM HCI (pH]) und 100 mM K,COj; (pHT) auf
den TEP des zu koppelnden Enzyms eingestellt. Anschliefend wurden 50—
100 pl der Enzym-Stammlosung (Proteinkonzentration 1—2mg/ml) mit der
auf den IEP eingestellten Boraxlosung so verdiinnt, dass die Proteinkonzen-
tration genau 0,1 mg/ml betrug. Dann sind die Kammern einer Reihe einer
96-Well-Platte mit je 200 ul der auf den IEP angepassten Goldlosung befiillt
und mit zunehmenden Mengen der 0,1 mg/ml-Proteinlgsung versehen wor-
den, so wie es in Tab. 3.1 schematisiert ist. Zusitzlich wurden die Kammern
mit der auf den IEP eingestellten Boraxldsung so aufgefiillt, dass alle das
gleiche Endvolumen hatten. Dann wurden die Losungen fiir etwa 20 Minuten
unter leichtem Schiitteln bei Raumtemperatur inkubiert.

Nach der Inkubationsphase wurden jeder befiillten 96-Well-Kammer 20 jl
einer 10%-igen NaCl-Losung zugesetzt. Die Reaktion der unvollstindig be-
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v [2[3 [ 415 [6[7 ]38 ]
A Opl | 10pl | 20l | 30l | 40l | 50pul | 60pl | 70l
B | 15pul | 20pul | 251l | 30l | 35ul | 401l - -
C | 20pl | 22pl | 24pl | 26l | 28l | 301l - -

Tabelle 3.1. Schema zur visuellen Bestimmung der optimalen Proteinkonzentrati-
on. In den Kammen A1-C8 einer 96-Well-Platte befinden sich jeweils 200 ul Gold-
l6sung. Die Werte in der Tabelle entsprechen den zugegebenen Mengen von Prote-
inlosung, die unterstrichenen Werte entsprechen den Mengen, ab denen keine Farb-
verdnderung aufgrund von Partikelaggregation mehr beobachtet wird. Hier wird in
drei Genauigkeitsstufen gearbeitet, erst mit 10 pl Inkrement (Reihe A), dann mit
5pul (B) und schlieklich mit 2pl (C).

schichteten Goldpartikel auf die Na'™-Ionen resultierte dann sehr schnell in
einem wie in Abb. 3.7 gezeigten Farbumschlag ins Blaugraue. Dabei waren
die unterschiedlichen Verfarbungen der einzelnen Kammern selbst bei gerin-
gen Proteinmengendnderungen von nur 1pl so deutlich zu erkennen, dass
die Bestimmung der optimalen Proteinkonzentration mit hoher Genauigkeit

visuell erfolgen konnte.

Finale Konjugation und Stabilisierung mit BSA. Nach der Bestim-
mung des optimalen Protein-zu-Goldpartikel-Verhiltnisses, konnte die Pro-
benpriparation beginnen. Je nach benotigter Menge wurden dafiir 3—6 ml
der auf den TEP des zu koppelnden Proteins eingestellten Goldlosung ver-
wendet. Anschlieffend wurde unter stindigem Riihren die auf den TEP einge-
stellte Proteinlosung tropfchenweise hinzugegeben bis das richtige Protein-zu-
Goldpartikel-Verhéltnis erreicht war. Nach einer zwanzigminiitigen Inkubati-
on hatte sich dann ein Protein-Monolayer um die Goldpartikel ausgebildet.
So gut sich die Proteine auch (statistisch) um die Partikel verteilen, es
verbleiben trotzdem immer unbedeckte Flichen auf den Goldpartikeln, die
bei hinreichender Grofe eine Aggregation der neu gebildeten Konjugate be-
wirken kénnen [127]. Aus diesem Grund wurden der Goldlésung nach der
Inkubation mit den Modellenzymen zusétzlich noch 300—600ul einer 10%-
igen, ebenfalls auf den IEP eingestellten, BSA-Losung (Bovine Serum Albu-
min, Fa. Sigma-Aldrich) hinzugegeben, so dass die finale BSA-Konzentration
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Abbildung 3.7. Bestimmung der optimalen Proteinkonzentration bei der Kopp-
lung von AP an unterschiedliche Goldpartikelgrofen. Zur Fehlervermeidung und
Qualitétskontrolle wurden die Proben immer doppelt angefertigt, hier mit folgen-
der Belegung der 96-Well-Platte: Reihen A u. E mit 5pl Schrittweite fiir 6Au-AP,
Reihen B u. F mit 1pl Inkrement fiir 15Au-AP und Reihen C u. G ebenfalls mit
1l fiir 30Au-AP. Spalte 1 enthielt reine Goldlésung mit NaCl, Spalte 12 enthielt
Goldlésung ohne NaCl. Ab den griin markierten Kammern wurde in Richtung zu
hoheren Konzentrationen keine Farbéanderung mehr beobachtet und die optimalen
Proteinmengen gefunden. Hier: 200 pl 6Au+40pul APg ;g /m1, 2001l 15Au+ 131l
AP0 1mg/m1 und 200 pl 30Au + 51l APg 1mg/m1-

ca. 1% betrug. Wéhrend der folgenden zehnminiitigen Inkubationszeit konn-
ten die recht kompakten BSA-Molekiile die noch freien Abschnitte auf den

Goldpartikeln bedecken und so einen stabilisierenden Schutzfilm bilden.

Aufreinigung der Konjugate durch Ultrazentrifugation. Nach der
Stabilisierung mit BSA-Proteinen wurden die Konjugate in einer Ultrazentri-

fuge (CUTL 100, Fa. Beckman) mit folgenden Parametern abzentrifugiert:
e 6Au-Konjugate: 1h bei 45.000 ¢ und 4°C.
e 15Au-Konjugate: 1h bei 15.000 g und 4°C.
e 30Au-Konjugate: 30 min bei 12.000 g und 4 °C.

Durch die Zentrifugation werden die Konjugate von den nicht gebundenen

Enzymen getrennt. Dies gelingt aufgrund der unterschiedlichen Dichte von
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Konjugaten und freien Proteinen. Letztere haben nur ungefihr die Dichte
von Wasser und verbleiben nach der Zentrifugation im wissrigen Uberstand,
wahrend sich die Au-Protein-Konjugate am Boden des Gefifes zu einem
Pellet verdichten (Sediment). Nach der Zentrifugation wurde der wéssrige
Uberstand vorsichtig entfernt und das verbliebene Konjugate-Pellet auf eine
20%-ige Glycerollosung aufgetragen und erneut mit den oben angegebenen
Parametern abzentrifugiert. Das glycerolhaltige Wasser bewirkt durch seine
hoéhere Viskositdt einen hoheren Diffusionswiderstand fiir die freien Enzyme,
so dass nach diesem zweiten Aufreinigungsschritt praktisch keine ungebunde-
nen Enzyme mehr im Sediment verbleiben. Nach dem erneuten Entfernen des
Uberstands lagen die Au-Protein-Konjugate dann schlieflich in reiner Form

VOr.

Weitere Stabilisierung mit BSA. Die frisch hergestellten Proben, ins-
besondere die 6Au- und 30-Au-Konjugate, waren in dieser reinen Form nicht
lange stabil. Meist hatten sich nach wenigen Stunden bis wenigen Tagen gro-
fkere (makroskopisch sichtbare) Gold-Protein-Aggregate gebildet, die nicht
mehr wasserloslich waren. Um die hergestellten Proben haltbarer zu machen,
wurden sie mit wenigen Mikrolitern eines BSA-haltigen Losungsmittels, Puf-
fer A (mit 1% BSA-Gehalt), versetzt.

Konjugatetypen. Nach der Herstellung der Konjugate und der Stabilisie-
rung mit BSA sollten die Konjugate die in Abb. 3.8 schematisch dargestell-
ten Charakteristiken aufweisen. Dabei ist anzumerken, dass die Goldpartikel-
Antikorper-Konjugate vor den Bestrahlungsexperimenten fiir etwa eine Stun-
de mit einer bestimmten Menge AP inkubiert worden sind. Diese Menge wur-
de jeweils so berechnet, dass jedem AP-Molekiil wenigstens 34 Antikérper
als potenzielle Bindungspartner zur Verfiigung standen. Dies gewéhrleistete,
dass bei 15Au-Rezap-AP moglichst wenig freie Enzyme in der Probenlésung
verblieben. Wahrend Rezap als Bindungsmolekiil zwischen Goldpartikel und
AP fungierte, wurde mit den Mibl-Antikérpern die Partikeloberfliche unspe-
zifisch abgesittigt, um eine (direkte) Bindung von AP-Molekiilen zu verhin-
dern. Durch die Hinzugabe von AP zu den 15Au-Mibl-Konjugaten wurden
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15Au-AP 15Au-Rezap-AP 15Au-Mib1 + AP

Abbildung 3.8. Schematische Darstellung der unterschiedlichen Konjugatetypen
am Beispiel von 15Au (gelb), den beiden Antikérpern Rezap (griin/braun) und
Mibl (dunkelblau/lila) und AP (blau). Die stabilisierenden BSA-Molekiile sind in
Rot dargestellt.

also praktisch ungebundene (quasifreie) Enzyme in einer Goldpartikellgsung
erhalten (15Au-Mibl + AP; das ,+“Zeichen soll andeuten, dass den 15Au-
Mib1l-Konjugaten AP-Molekiile zugesetzt wurden, die jedoch keine Bindung

eingingen).

3.2 Lasersysteme und Bestrahlungsaufbauten

Zur Untersuchung von Wirkung und Mechanismen der NALI wurden zwei Be-
strahlungsaufbauten realisiert, wie sie in dhnlicher Weise auch von RADT et al.
verwendet worden sind [16]. Fiir eine prizisere Analyse der Bestrahlungsab-
hangigkeit der Proteininaktivierung musste die Technik allerdings weiterent-
wickelt werden; insbesondere wurde der Aufbau durch eine computergesteu-
erte Strahlabschwichung und einen Probenhalter mit 384 Kammern ergénzt.
Die Kombination mit einer programmierbaren 2-Achsen-Schrittmotorsteue-
rung des Probenhalters ermoglichte dabei einen hohen Automatisierungsgrad
mit betrichtlichem Probendurchsatz und sehr guter Reproduzierbarkeit der
Messdaten. Fiir die Erzeugung der Laserpulse wurden zwei Lasersysteme ein-
gesetzt: Ein Nanosekundenpuls-Laser und ein Pikosekundenpuls-Laser. Im
Folgenden sind die beiden Lasersysteme samt Bestrahlungsaufbau niher be-

schrieben.
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3.2.1 Nanosekundenpuls-Bestrahlungsaufbau

Nd:YAG-IR-Laser. Als Laserkonsole kam ein geseedeter, giitegeschalte-
ter Nd:YAG-Laser (Quanta-Ray LAB-130, Fa. Spectra-Physics) zum Einsatz,
der Laserpulse mit einer Wellenliinge von 1064 nm und einer Linienbreite von

1 cm™!

erzeugt. Er wurde mit 10 Hz Repetitionsrate betrieben und lieferte
dabei eine maximale Pulsenergie von 350 mJ bei einer Puls-zu-Puls-Stabilitit
von AE/E ~ +10%. Die Pulsdauer (FWHM) im Infraroten betrug bei 22 °C
Umgebungstemperatur etwa 11 ns. Da sowohl Pulsdauer als auch Pulsenergie
mit einer Anderung der Raumtemperatur deutlich variierten, musste diese

mit Hilfe einer Klimaanlage stabilisiert werden.

Zeitliche Pulsform des Nd:YAG-Nanosekundenlasers. Die in einem
Laser anschwingenden longitudinalen Moden sind im freilaufenden Betrieb
weitgehend unabhingig voneinander [133|. Sie besitzen statistische und zeit-
lich schwankende Phasenbeziehungen zueinander. Durch konstruktive und
destruktive Uberlagerungen der Feldstirkeamplituden kommt es zu starken
Intensitatsschwankungen. Dies fiihrt zu einer statistischen, schnellen Modu-
lation der Laserleistung, woraus eine zeitliche Pulsform resultiert, die einer
schnellen Abfolge sehr scharfer Intensitétsspitzen (Spiking) mit ungleichmé-
figen Amplituden entspricht, so wie es in Abb. 3.9 unten gezeigt ist.

Fast alle kommerziellen Nanosekundenpuls-Laserysteme liefern solche Spi-
king-Pulse, die lediglich zeitlich gemittelt ein gaukférmiges Profil haben. Der-
artige Pulsformen mit stark variierenden Spitzenleistungen werden bei Wech-
selwirkungen mit Nanosystemen mit geringen Warmekapazitédten und kurzen
Relaxationszeiten einen nicht vernachlédssigbaren Einfluss haben. Aus diesem
Grund wurde fiir die Bestrahlungsexperimente in dieser Arbeit ein geseede-
ter Nd:YAG-Nanosekundenlaser verwendet, der nur eine longitudinale Mode
emittiert und damit zeitlich gaufsférmige Pulse liefert, wie im oberen Dia-
gramm in Abb. 3.9 gezeigt ist.

Der zeitliche Verlauf der 532 nm-Laserpulse wurde mit einer ultraschnel-
len Photodiode (AR-S1, Fa. Antel) und einem 3 GHz-Speicheroszilloskop
(TDS 694C, Fa. Tektronix) mit hoher Zeitauflosung (10 GS/s) gemessen. An
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Abbildung 3.9. Vergleich des zeitlichen Verlaufs von 532 nm-Laserpulsen im ge-
seedeten (oben) und ungeseedeten (unten) Betrieb des Nd:YAG-Lasers.

die Messwerte wurde dann jeweils eine Gauffunktion angepasst und aus
den Fitparametern die Pulsdauer (Halbwertsbreite) berechnet. Sie betrug bei
22°C Umgebungstemperatur und 10 Hz Repetitionsrate aufgrund der Puls-
verkiirzung durch die Frequenzverdoppelung etwa 8,8 ns im geseedeten bzw.

8,7ns im ungeseedeten Modus.

Abschwichung und Frequenzverdopplung des IR-Laserstrahls. Fiir
die Bestrahlungsexperimente wurden Laserpulse im Wellenldngenbereich von

527532 nm bendtigt. Hierzu ist ein Frequenzverdoppler in den TR-Strahlen-
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Abbildung 3.10. Schematische Darstellung des Experimentalaufbaus fiir die Be-
strahlungsexperimente mit Nanosekundenpulsen.

gang integriert worden, wie in Abbildung 3.10 schematisch dargestellt ist. Da
eine operative Pulsenergie von 350 mJ zu hoch fiir einige optische Kompo-
nenten (z.B. den umgedrehten Strahlaufweiter) war, wurde der Laserstrahl
zunéchst mit einem fiir 1064 nm hochreflektierenden Spiegel (HR1064) in
eine erste Strahlabschwichungsanordnung, bestehend aus einem drehbaren
A/2-Plittchen und einem Diinnschichtpolarisator, gelenkt. Je nach Bedarf
konnte der transmittierte IR-Laserstrahl mit dieser Anordnung stufenlos auf

Pulsenergien zwischen 25 und 50 mJ voreingestellt werden.

Der Laserstrahl wurde dann iiber einen weiteren HR1064-Spiegel in den
Frequenzverdoppler (SHG-25, Fa. Quantel International) geleitet, welcher
mit einer Konversionseffizienz von etwa 20 % Laserstrahlen mit einer Wel-
lenlinge von 532nm und einer Pulsdauer von 8,8ns produzierte. Um an-

schliefend die 80% IR-Reststrahlung aus dem Strahl herauszufiltern, wurde
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direkt hinter dem Frequenzverdoppler ein fiir 1064 nm hochreflektierender
und gleichzeitig fiir 532 nm hochtransmittierender Spiegel (HR1064/HT532)
angebracht. Die verbliebenen IR-Anteile (ca. 1%), welche der transmittierte
Strahl dann noch enthielt, wurden mit einem fiir 532 nm hochreflektierenden
und fiir 1064 nm hochtransmittierenden Spiegel (HR532/HT1064) herausge-
filtert und der 532 nm-Laserstrahl in Richtung Eingangsapertur des automa-

tischen Strahlabschwichungssystems gelenkt.

Schrittmotorgesteuerte Abschwichung des 532 nm-Laserstrahls.

Da die Aperturen des automatischen Abschwichers fiir den urspriinglichen
Laserstrahl nicht grof genug waren, musste der Strahldurchmesser zunéchst
mit einem umgedrehten 3-fach Strahlaufweiter (3x Beamexpander, 532 nm,
Fa. Sill Optics GmbH) verringert werden. Der komprimierte Strahl hatte
dann einen Durchmesser von etwa 3mm. Das Abschwichungssystem selbst
bestand aus einem drehbaren \/2-Plattchen und einem Prismenpolarisator
samt Strahlfinger. Eine mittels PC-Schrittmotorkarte (SM30, Fa. OWIS Gm-
bH) und Schrittmotor (Vexta PX245-02AA, Fa. Oriental Motor GmbH) ge-
steuerte Drehung des \/2-Plattchens bewirkte dann eine stufenlose Abschwi-
chung der Pulsenergien auf Werte von 0 mJ bis 10 mJ.

Der Vorteil dieser Automatisierung lag in der genauen Reproduzierbarkeit
der Pulsenergien wiahrend der Bestrahlungsexperimente. Einmal durch eine
Energiereferenzmessung am Anfang eines Experimentes kalibriert, konnten
die Proben im Probenhalter ohne Unterbrechung mit verschiedenen Puls-
energien bestrahlt werden. Hierdurch konnte der Probendurchsatz um mehr
als einen Faktor 10 im Vergleich zu der von RADT verwendeten Anordnung

beschleunigt werden [16].

Universeller Bestrahlungstisch mit Schrittmotorsteuerung. Zur Be-
strahlung von mehreren Proben und zum Abrastern groferer Probenflichen
wurden die Proben mit einem computergesteuerten Probenhalter im Laser-
strahl verfahren. Die Variation des Strahlquerschnitts, was durch eine in
Strahlrichtung verschiebbare Plankonvexlinse (f = 300 mm) erfolgte, ermdog-

lichte in Kombination mit der automatischen Abschwichung die Einstellung
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Abbildung 3.11. Fotografie der Probentischkonstruktion. Der aufsteigende La-
serstrahl, der durch eine Bohrung in der Granitplatte gefithrt wurde, ist hier mit
einem griinen Pfeil angedeutet.

der gewiinschten Bestrahlungen in der Probenebene.

Wie Abb. 3.11 zeigt, bestand der Bestrahlungstisch aus einem Aluminium-
geriist mit einer polierten Granitplatte, die eine Bohrung fiir den Strahldurch-
lass in der Mitte hat. Direkt unter der Bohrung befand sich ein HR532-Spiegel
zur Umlenkung des Laserstrahls in einen vertikalen Verlauf, so dass die Pro-
ben von unten bestrahlt werden konnten. Oberhalb der Bohrung befand sich
eine Anordnung zur Messung der Pulsenergien. Um eine Zerstorung des Ener-
giemesskopfes (PE25-SH, Fa. Ophir) durch eine zu hohe Bestrahlungsstérke
zu verhindern, ist der Strahl mit einer Plankonkavlinse (f = 50 mm) so aufge-
weitet worden, dass die Sensorfliche des Messkopfes vollstindig ausgeleuchtet
wurde.

Auf der Granitplatte war eine 2-Achsen-Schrittmotorsteuerung (Fa. Mi-

cos) angebracht, die ebenfalls von der SM30-Schrittmotorkarte gesteuert wur-
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de. Mit dieser Anordnung konnte der Probenhalter in der x-y-Ebene stufenlos
verfahren werden. Die Steuerung der insgesamt drei Schrittmotoren erfolgte
mit einer in LabVIEW (Fa. National Instruments) implementierten Skript-
sprache, die aus Steuerbefehlen fiir die Positionierung der Proben und zur

Einstellung der Pulsenergie bestand.

Der Probenhalter. Um genaue Messergebnisse zu erhalten, mussten zahl-
reiche Einzelexperimente mit vielen Kombinationen von Proben und Puls-
energien durchgefiihrt werden, wobei gleichzeitig immer mehrere Kammern
fiir unbestrahlte Proben (Kontrollen) reserviert wurden. Die Verwendung ei-
ner glisernen 384-Well-Mikrotiterplatte (Fa. mikroglas chemtech GmbH) mit
Kammervolumina von 24 ul hatte fiir die Versuchsdurchfiihrung gleich meh-
rere Vorteile: Wegen des relativ grofsen Probenvolumens von 18 —20 l waren
Verdunstung von Probenfliissigkeit wihrend der Bestrahlung und statisti-
sche Pipettierfehler praktisch vernachlassigbhar; letztere betrugen nur etwa
5%. Auferdem konnten aufgrund des Layouts der Mikrotiterplatte und der
Automatisierung bis zu 16 Proben (Reihen) mit 24 verschiedenen Bestrah-
lungen (Spalten) in einem einzigen Bestrahlungsexperiment bestrahlt wer-
den. Praktisch bewéhrt hatte sich allerdings die Verwendung von maximal
8 Proben mit jeweils 8 -9 Fluenzen sowie drei Kontrollen (fiir eine hohere
Messgenauigkeit), so wie es in Abb. 3.12 demonstriert ist. Diese Anzahl an
Proben konnte im Anschluss an ein Bestrahlungsexperiment in eine einzige

mit Substrat gefiillte 96-Well-Platte umpipettiert und ausgewertet werden.

3.2.2 Pikosekundenpuls-Bestrahlungsaufbau

Modengekoppelter Nd:YLF-Laser. Als Laserkonsole diente ein moden-
gekoppelter Nd:YLF-Laser (ISL2001, Fa. ISL Laser), welcher Laserstrahlung
mit einer Wellenldnge von 1053 nm erzeugte. Der Laser arbeitete mit Repeti-
tionsraten zwischen 100 und 1000 Hz, wobei fiir die Experimente entweder 400
oder 500 Hz gewihlt wurden. Die maximale Pulsenergie im Infraroten betrug
etwa 5001J bei einer Pulsdauer von 50 ps und Puls-zu-Puls-Schwankungen

von etwa 15%.
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Abbildung 3.12. Fotografie der 384-well Mikrotiterplatte in der Rahmenkonstruk-
tion fiir die Befestigung am Bestrahlungstisch. Bei diesem Beispiel wurden 8 Pro-
ben (Reihen) mit neun verschiedenen Pulsenergiestufen (Spalten) in einem Bestrah-
lungsexperiment bestrahlt. In den ersten drei Spalten befanden sich die jeweiligen
Kontrollen.

Zeitliche Pulsform des Nd:YLF-Pikosekundenlasers. Anders als bei
dem giitegeschalteten Nd:YAG-Nanosekundenlaser, bleiben die longitudina-
len Moden im Nd:YLF-Resonator des Pikosekundenlasers in einer festen Pha-
senbeziehung zueinander. Diese Modensynchronisation wird durch die Modu-
lation der Verluste bei der Puls-Auskopplung mittels eines akustooptischen
Modulators (AOM) erreicht, dessen Frequenz mit der Umlaufzeit eines Pul-
ses im Resonator synchronisiert ist. Aufgrund der festen Phasenbeziehung
besitzen die Pikosekundenpulse zeitlich immer einen glatten gaufférmigen
Verlauf |133].

Die Pulsdauer der IR-Pikosekundenpulse wurde experimentell mit einem
Autokorrelator zu etwa 50 ps bestimmt. Um der Pulsverkiirzung durch die
Frequenzverdoppelung Rechnung zu tragen, wurde die IR-Pulsdauer mit ei-
nem Faktor 1/ V2 multipliziert. Demnach betrug die Dauer der 527 nm-Pulse
bei 20 °C etwa 35 ps.
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Abbildung 3.13. Schema des Experimentalaufbaus fiir die Bestrahlungsexperi-
mente mit Pikosekundenpulsen

Schrittmotorgesteuerte Abschwichung des IR-Laserstrahls und Fre-
quenzverdopplung. Der apparative Aufbau fiir die Pikosekundenpuls-Be-
strahlungsexperimente war, wie Abb. 3.13 schematisch zeigt, dem fiir die
Nanosekundenpuls-Bestrahlung sehr dhnlich (vgl. Abschnitt 3.2.1). So kam
auch hier der universelle Bestrahlungstisch zum Einsatz. Anders als in dem
Nanosekunden-Bestrahlungsaufbau wurde hier der Laserstrahl bereits vor der
Frequenzverdopplung computergesteuert stufenlos abgeschwicht, ebenfalls
mit einem mittels Schrittmotor (M061-CE02, Fa. Superior Electric) dreh-
baren A/2-Pliattchen und einem Prismenpolarisator. Nach dem Abschwiécher
wurde der Laserstrahl dann iiber zwei IR-Spiegel und ein Teleskop in den
Frequenzverdoppler (LBO-Kristall bei 180 °C) gelenkt. Das Teleskop diente
dabei zur Verringerung des Strahldurchmessers, um die Bestrahlungsstirke
im Frequenzverdoppler zu erhéhen. Optimal justiert wurden so bis zu 30%

Konversionseffizienz erreicht. Hinter dem Frequenzverdoppler wurden die ver-
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bliebenen IR-Anteile dann durch zwei HR532/HT1064-Spiegel ausgekoppelt
und der 527 nm-Laserstrahl in Richtung des universellen Bestrahlungstisches
gelenkt. Nach dem Passieren der Plankonvexlinse (f = 300 mm) wurde der
Laserstrahl mit einem Quarzglasprisma in die Vertikale umgelenkt. Da die ps-
Laserpulse nur eine maximale Pulsenergie von ca. 150 pnJ bei einer Pulsdauer
von etwa 35 ps hatten, wurde fiir die Pulsenergiedetektion am Bestrahlungs-

tisch ein empfindlicherer Energiemesskopf (PE10-SH, Fa. Ophir) verwendet.

3.2.3 Bestrahlung der Proben und Dosimetrie

Riumliche Intensitdtsverteilung der Laserstrahlen. Der Grundmo-
de TEMg, hat eine besonders einfache, gleichférmige Feldverteilung. Bei Re-
sonatoren mit Hohlspiegeln, wie sie auch bei den hier verwendeten Laser-
systemen vorkamen, weist dieser Grundmode quer zu seiner Strahlrichtung
ein gaukformiges Intensitiatsprofil auf, weshalb solche Laserstrahlen auch als
Gaufstrahlen bezeichnet werden. Ein Vorteil der Gaufsstrahlen ist, dass sie
auch nach dem Durchlaufen linearer Optiken gaufkférmig bleiben. Aufterdem
ist der Divergenzwinkel des Gaufsstrahls deutlich kleiner als z. B. bei einem
zylindrischen (top hat) Intensitéatsprofil.

Beide Lasersysteme waren so konfiguriert, dass sie ausschliefslich im TEMqg-
Grundmode arbeiteten. Abhéngig von der Betriebstemperatur des Lasers,
der Strahlfiihrung und vor allem von variierenden Positionen der Fokussie-
rungslinse wurden bei fast jedem Bestrahlungsexperiment unterschiedliche
Gaufsverteilungen respektive Strahldurchmesser in der x-y-Ebene der Probe
erzeugt. Zur quantitativen Bestimmung der Bestrahlung und zur Qualitéts-
sicherung der Messergebnisse musste daher vor jedem Experiment das raum-
liche Strahlprofil in der Probenebene neu vermessen werden. Hierzu wurden
zwei Methoden angewandt, eine direkte Analyse mit einer CCD-Kamera oder

eine Messung des Strahlquerschnitts mit dem Messerschneideverfahren:

e Strahlprofilmessung mit der CCD-Kamera: Nach dem Warmlaufen des
Lasers und einer starken Abschwichung des Laserstrahls durch einen
geeichten Graufilter (OD 4, Fa. Schott) wurde eine Mattscheibe in Form

eines weifs beschichteten Objektriagers in der Probenebene positioniert.
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Der Laserspot wurde dann von einer CCD-Kamera (DMK 30H12/C
oder DMK 21BF04, Fa. The Imaging Source) mit 1:2,8-Fotoobjektiv
(Nikkor 28 mm, Fa. Nikon) aufgenommen. Die daraus erhaltenen digi-
talen Bilddaten (256 Graustufen) wurden anschliefend auf einem PC
mittels einer in Mathematica (Fa. Wolfram Research) entwickelten Pro-
grammroutine ausgewertet. Zur Berechnung des rdumlichen Profils wur-
de dabei die zweidimensionale Gaufs “sche Glockenkurve

fla,y) = a-exp (= (z — 20)/07)* + ((y — %0)/0y)?) + b an die Bildda-
ten angepasst, so wie es in Abb. 3.14 illustriert ist. Aus den Fitkurven
wurden dann die 1/e-Intensitédtsabfille in z- und y-Richtung respekti-
ve die relativen Strahlradien dx und Jy bestimmt. Zusammen mit den
Skalierungsfaktoren fiir die beiden Dimensionen, welche aus einer CCD-
Aufnahme einer beleuchteten Lochblende mit definiertem Durchmesser
ermittelt wurden, konnten damit die absoluten Strahlradien 7, und r,
in der Probenebene bestimmt werden. Daraus ergab sich zusammen
mit der gemessenen Pulsenergie £’ dann die Bestrahlung im Maximum
der Gauk-Kurve zu H = E/(mryry).

Strahlprofilmessung mit der Messerschneide: Als zweite Methode wur-
de die Messerschneidentechnik zur Messung der Strahlradien verwen-
det. Hierzu wurde in der Probenebene eine Rasierklinge in kleinen
Schrittweiten (je nach Spotgrofe 10 — 100 pm) unidirektional aus dem
Strahl gefahren (gezogen) und dabei die transmittierte Pulsenergie als
Funktion der Rasierklingenposition gemessen, so wie es in Abb. 3.15
demonstriert ist. Durch Fit mit dem bei einem eindimensionalen Ab-
schneiden eines gaufformigen Strahlprofils erwarteten Intensititsver-
laufs, F(x) = Eynr? (14 Erf((z —a)/r,))/2, konnten die Strahlradien
r, und r, jeweils direkt bestimmt und zusammen mit der gemessenen
Pulsenergie die Bestrahlung berechnet werden. Da mit dieser Metho-
de die Strahlabmessungen deutlich schneller bestimmt werden konnten,
wurde sie meist der CCD-Kamera-Analyse bevorzugt. Mit letzterer wur-
den allerdings in regelméfigen Abstéinden die Messungen mit der Mes-

serschneide verifiziert.
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Abbildung 3.14. Vermessung des rdumlichen Strahlprofils mit einer CCD-Kamera
und Softwareanalyse. Hier ist eine Aufnahme des Pikosekunden-Laserspots in der
Probenebene in Falschfarben-Darstellung gezeigt. Die gemessenen Intensitdtsver-
teilungen sind in Schwarz und die Fitkurven in Rot dargestellt.
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Scannende Bestrahlung. Fiir eine zuverldssige Dosimetrie bei den Be-
strahlungsexperimenten war eine moglichst homogene Bestrahlung der Kon-
jugate iiber das gesamte Probenvolumen erforderlich. Hierbei gab es jedoch

einige technische Probleme, die nur ndherungsweise gelost werden konnten:

e Durch Absorption der Laserstrahlen in den unteren ,Schichten* der
Probe wird die Intensitit in den oberen Schichten gemaf dem Lambert-
Beerschen Absorptionsgesetz [ = Iy-e #? reduziert (I ist die Intensitét,
p der Absorptionskoeffizient und d die Schichtdicke). Diese Abschat-
tung der oberen Schichten wurde durch eine geringe Schicht- bzw. Pro-

bendicke (< 1,8mm) und einen hohen Verdiinnungsgrad der Proben
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Abbildung 3.15. Bestimmung des Strahlquerschnittes mit der Messerschneiden-
technik. Links wurde die Rasierklinge in 40 pm-Schritten in x-Richtung aus dem
Pikosekundenlaserstrahl gezogen, rechts in y-Richtung. Die Messpunkte sind in
Schwarz und die Fitkurven in Rot dargestellt.

reduziert. Die Verdiinnung wurde meist auf O Dso0,m =~ 0, 4 eingestellt,
so dass nach OD = —log(1/Iy) die Lichttransmission durch die 1,8 mm
dicke Probe mindestens 85% betrug.

e In Abschnitt 2.2.1 ist beschrieben, dass wdhrend der Bestrahlung mit
Nanosekundenpulsen eine transiente kollektive Dampfblasenbildung auf-
tritt, wenn die Bestrahlung hoch genug ist. Durch diese kollektive Bla-
senbildung werden die Streueigenschaften der Partikel verdndert, so
dass es zu einer optischen Abschirmung der oberen Schichten in der
Probe wihrend der Laserpulsdauer kommen kann. Dieser als ,,optical
limiting“ bezeichnete Effekt ist in Abb. 3.16 schematisch dargestellt. Es
konnte experimentell gezeigt werden, dass bei der Bestrahlung von Koh-
lenstoffpartikellosungen mit ns-Pulsen eine signifikante Reduzierung
der transmittierten Pulsenergie auftritt |32, 134, 135|. Auch hier wa-
ren eine niedrige Probenkonzentration und eine geringe Probentiefe die

einzigen Moglichkeiten, diesen Effekt zu minimieren.
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a) b)

Abbildung 3.16. Zum Prinzip des optical-limiting-Effektes (verdndert nach NEU-
MANN [32]): a) Lineare Absorption der Laserstrahlung. b) Nach Bildung transienter
Kavitationsblasen steigt die Extinktion aufgrund der starken Lichtstreuung an den
Blasengrenzflichen.

e Eine homogene Bestrahlung der Proben war aufgrund des im Vergleich
zum Spotdurchmesser (< 1mm) groken Probentépfchendurchmessers
(3,5mm) nicht moglich. Die einfachste und sicherste Methode fiir ei-
ne homogene Bestrahlung wére eine Strahlaufweitung bis weit iiber
die Probenfliche hinaus mit Nutzung des zentralen Bereichs gewesen,
was in etwa einem Rechteck- oder Zylinderprofil entspricht. Diese Me-
thode scheiterte allerdings an den hohen erforderlichen Bestrahlungen
von bis zu ~200mJ/cm? bei ps-Bestrahlung und ~1000 mJ/cm? bei ns-
Bestrahlung. Derart hohe Fluenzen konnten mit den zur Verfiigung ste-
henden Pulsenergien von 10 mJ bei ns-Pulsen und 150 pJ bei ps-Pulsen
nur durch eine entsprechende Fokussierung des Laserstrahls erreicht
werden. Damit trotz der kleinen Spotgrofen die gesamte Probenfléche
bestrahlt werden konnte, mussten die Proben, wie in Abb. 3.17 demons-
triert, vom Laserstrahl iiberlappend abgerastert werden. Dies hatte zur
Folge, dass jeder Ort im Probenvolumen mit mehreren Laserpulsen
unterschiedlicher Fluenz bestrahlt wurde, was eine exakte Dosimetrie
erschwert. Denn die NALI-Wirkung hingt neben Pulsdauer, Pulsform
und Bestrahlung auch von der Zahl der applizierten Laserpulse ab [16].
Um dennoch reproduzierbare Bestrahlungsexperimente durchfiihren zu
konnen, wurden die Steuerbefehle fiir den 2-Achsen-Schrittmotor des

Probenhalters dem rdumlichen (gaufférmigen) Profil des Laserspots
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Abbildung 3.17. Scanmuster (Draufsicht): Der Probenhalter wurde wéhrend
der Bestrahlung mianderférmig durch den Laserstrahl gefahren, um die gesam-
te Probenfliche auszuleuchten. Eine lange Bahn (x-Achse, senkrecht dargestellt)
entspricht dabei einer Pulsbahn. Die Puls-zu-Puls-Absténde werden hier bei fes-
ter Repititionsrate allein durch die Geschwindigkeit des x-Achsen-Schrittmotors
bestimmt. Die Pulsbahn-zu-Pulsbahn-Absténde (y-Achse, horizontal dargestellt)
werden dagegen durch Positionierung des Probentisches mit dem y-Achsen-
Schrittmotor erzeugt.

und der Repetitionsrate des Lasers bei jedem Experiment individuell so
angepasst, dass jeder Ort in der Probe wenigstens einen Laserpuls mit
einer Bestrahlung von mindestens 90% des Spitzenwertes erhielt (siehe
Abb. 3.18). Da die thermophysikalischen Effekte der NALI hauptséch-
lich von den Spitzenwerten der Bestrahlung verursacht werden, sollte
der Fehler bei der Dosimetrie dementsprechend hochstens 10% betra-
gen.

Eine andere Mdglichkeit zur homogenen Bestrahlung der Proben wé-
re z.B. die Verwendung von kleinsten Probenvolumen (Nanoliterbe-
reich) gewesen. Entsprechende Untersuchungen hatte RADT in seiner
Arbeit durchgefiihrt [16]. Der technische Aufwand hierzu ist jedoch sehr
hoch, denn Nanoliter-Proben miissen in Klimakammern bestrahlt wer-
den, weil die geringen Probenmengen ansonsten schnell verdunsten [16].
Auflerdem hat sich gezeigt, dass die statistischen Fehler beziiglich der
Enzymaktivitatsbestimmung beim Pipettieren von kleinsten Proben-
mengen relativ grof werden. So wurden am Anfang dieser Arbeit noch
Probenvolumen von jeweils 3 ul in einer 18-Well-Platte bestrahlt. Diese

Probenmengen waren fiir eine genaue Analyse der Enzymaktivititen
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Abbildung 3.18. Simulation des Scanmusters in x-Richtung (Seitenansicht): Die
Geschwindigkeit des Schrittmotors fiir die x-Achse des Probenhalters wurde der
rdumlichen Intensititsverteilung des Laserspots und der Repetitionsrate des La-

sers derart angepasst, dass jeder Ort mindestens eine Bestrahlung von 90% des
Maximalwertes erhélt.

jedoch nicht ausreichend, so dass der in Abb. 3.12 gezeigte Proben-
halter mit 18 ul Probenvolumen pro Kammer in Kombination mit der

rasternden Bestrahlung verwendet wurde.

e Als letztes wird noch die Diffusion (Brownsche Bewegung) der Gold-
partikelkonjugate in ihrer wassrigen Umgebung betrachtet. Wahrend
des Abrasterns konnen unbestrahlte Konjugate in bereits bestrahlte
Regionen diffundieren und umgekehrt. ALBERT EINSTEIN hat 1905 ge-
zeigt, dass die mittlere quadratische Verschiebung A? eines Teilchens
durch A\? = At kgT (3rmn)~! berechnet werden kann [136]. Hierbei sind
kp =1,381-1072J/K die Boltzmann-Konstante, 7" die absolute Tem-
peratur, r der Partikelradius,  die dynamische Viskositat und At das
betrachtete Zeitintervall. Da kleinere Partikel weiter diffundieren kon-
nen als grokere (A v~ 1/4/7), sind hier nur kurz die Ergebnisse aus den

Berechnungen fiir die 6 nm grofsen Partikel angegeben: Wéhrend eines
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10 ns dauernden Laserpulses kénnten die 6 nm Partikel theoretisch eine
Diffusionsstrecke von maximal 38 pm zuriicklegen, zwischen zwei Pul-
sen (x-Achse, 10 Hz Repetitionsrate) hochstens 120 nm und zwischen
zwei Pulsbahnen (y-Achse, ca. 15s pro Zyklus) maximal 1,5 pm. Bei
Strahlradien oberhalb von wenigstens 180 pm konnen diese Strecken

jedoch vollkommen vernachlassigt werden.

3.3 Versuchsdurchfiihrung und Auswertung

In diesem Abschnitt wird zunéchst der praktische Ablauf der Bestrahlungs-
experimente erklart, gefolgt von einer Beschreibung der Auswertung der be-
strahlten Konjugate mittels eines photometrischen Enzymtests. Am Ende
dieses Kapitels wird dann noch kurz beschrieben, wie aus den Daten des

Enzymtests die relativen Enzymaktivititen bestimmt wurden.

3.3.1 Experimentelle Durchfiihrung

Sterile Anfertigung und Verarbeitung der Proben. Fiir jedes Experi-
ment wurden die Nanopartikel-Protein-Konjugate nach der in Abschnitt 3.1.2
beschriebenen Methode neu angefertigt oder zumindest durch Ultrazentrifu-
gation frisch aufgereinigt. Dabei wurde bei der Herstellung der Konjugate
und ihrer weiteren Verarbeitung sehr auf die Sauberkeit bzw. Sterilitdt aller
verwendeten Materialien und Werkzeuge geachtet, da schon kleinste Verun-
reinigungen zu Storungen bei der Konjugation oder zu fehlerhafter Enzym-
kinetik fiihren kénnen. Die Proben wurden daher stets in einer Sterilbank
(BSB6A, Fa. Gelaire) angefertigt.

Einstellung der Probenkonzentration. Unmittelbar vor der Durchfiih-
rung der Bestrahlungsexperimente wurden wenige pl der jeweiligen Konju-
gatesuspension mit etwa 1ml Natriumphosphatpuffer (PBS ohne Ca und
Mg bei pH7,2, Fa. PAA Laboratories GmbH) so verdiinnt, dass die ferti-
ge Probenlésung bei einer Wellenldnge von 520 nm eine OD von 0,4 (bei

1cm Probendicke) hatte, gemessen mit einer Quarzglaskiivette (Fa. Hellma
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GmbH) und einem Spektrometer (UV/VIS Spectrometer Lambda 14P, Fa.
Perkin Elmer). Diese Messung wurde konsequent vor jedem Bestrahlungs-
experiment durchgefiihrt, um zu gewéhrleisten, dass alle Proben bei einer
Schichtdicke von etwa 1,8 mm eine identische Lichttransmission von 85% auf-
weisen und somit keine grofere Enzymaktivitdt in hoheren Probenschichten
durch Lichabschattung (s. 0.) verbleibt.

Reinigung des Probenhalters. Nach Fertigstellung der Proben erfolg-
te die sorgfiltige Reinigung der 384-Well-Platte. Diese wurde zuerst griind-
lich mit einer Zahnbiirste und 2%-iger Hellmanexlésung (Spezial-Reinigungs-
konzentrat, Fa. Hellmanex GmbH) gewaschen, dann mit 70%-iger Ethanollo-
sung gespiilt und anschliefend noch mit bidestilliertem Wasser gespiilt. Zum
Schluss erfolgte noch die Trocknung mit gereinigter Druckluft. Bei starkeren

Verunreinigungen wurden diese Reinigungsschritte mehrfach durchgefiihrt.

Messung der Laserstrahlparameter und Berechnung des Scanmus-
ters. Nach einer ein- bis zweistiindigen Warmlaufphase des Lasers wurden
Intensitéatsverteilung und Pulsenergie des Laserstrahls gepriift. Dann wurden
die Strahlradien nach einer der beiden in Abschnitt 3.2.3 beschriebenen Me-
thoden ermittelt, wobei meist die Messerschneiden-Technik bevorzugt wurde.
Bei einer Anderung des Strahldurchmessers, bei Stérungen im Strahlprofil
oder bei zu geringer Pulsenergie mussten die Strahlfiihrung und/oder der La-
ser nachjustiert und anschliefend das Strahlprofil erneut vermessen werden.

Aus den Laserstrahlparametern wurden dann die Steuerparameter fiir die
2-Achsen-Schrittmotorsteuerung des Probenhalters nach den in Abschnitt
3.2.3 beschriebenen Anforderungen berechnet. Gleichzeitig sind dabei die
Steuerungsparameter fiir den Schrittmotor des Abschwichers so program-
miert worden, dass bis zu 9 verschiedene Bestrahlungsstufen wéihrend eines
Experimentes appliziert werden konnten, bspw. mit 10%, 20%, 30%, 40%,
50%, 60%, 70%, 80% und 100% der Pulsenergie (vgl. Abb. 3.12).

Kalibrierung der Pulsenergien. Als nichstes wurde ein Bestrahlungs-

durchgang mit gekiirzten Steuerungsparametern simuliert und dabei die an-
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Abbildung 3.19. Messung der Abschwichung der Pikosekundenlaser-Pulsenergie
unmittelbar vor (rot) und nach (schwarz) einem Bestrahlungsexperiment.

steigenden Pulsenergiestufen gemessen. Dazu wurden die Steuerungsparame-
ter auf jeweils 6 Pulsbahnziige pro Bestrahlungsstufe reduziert und damit
das Programm gestartet. Wahrend dieses Durchlaufes wurden die gemesse-

nen Pulsenergien ununterbrochen aufgezeichnet.

Nach dem Bestrahlungsexperiment wurde die gleiche Prozedur noch ein-
mal durchgefiihrt und die Messdaten von vor und nach dem Experiment
miteinander verglichen, so wie es in Abb. 3.19 gezeigt ist. Wenn die Mittel-
werte der einzelnen Pulsenergiestufen hierbei um mehr als 10% voneinander
abwichen, wurde das gesamte Experiment verworfen. Bei deren Ubereinstim-
mung wurde angenommen, dass auch wihrend des Bestrahlungsexperimentes

die entsprechenden Bestrahlungen appliziert worden sind.
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Befiillen des Probenhalters und Bestrahlung. Nach der Pulsenergie-
kalibration wurde die 384-Well-Mikrotiterplatte, wie in Abb. 3.12 illustriert,
mit den Proben befiillt. Dabei sind verschiedene Proben mit einem Volumen
von je 18 ul pro Kammer in jeweils eine Reihe gefiillt worden. Meist wurden
insgesamt 12 Spalten befiillt, von denen die ersten 3 nicht bestrahlt wurden
(Kontrollen). Die anderen 9 Spalten wurden dann mit den ansteigenden Puls-
energiestufen bestrahlt. Mit dieser Probenmatrix aus hochstens 8 Reihen (8
Proben) und 12 Spalten konnte beim nachfolgenden optischen Enzymtest
genau eine 96-Well-Platte komplett ausgenutzt werden.

Nach dem Befiillen wurde die 384-Well-Platte mit einer Dichtung aus
Teflonfolie versehen und mit einem Deckglas verschlossen. Dies verhinderte
eine Verdunstung des Probenmaterials wahrend des Bestrahlungsexperimen-
tes. Anschliefsend wurde der Probenhalter vorsichtig am Probentisch befestigt
und der Startpunkt des Probenhalters (Well A-1) durch manuelles Justieren
der Schrittmotoren eingestellt. Dann wurde das Bestrahlungsexperiment ge-
startet. Abhingig von den Strahlparametern und je nach Anzahl der appli-
zierten Bestrahlungsstufen dauerte ein Bestrahlungsexperiment zwischen 1,5
und 3 Stunden. Unmittelbar nach dem Experiment wurden der Probenhalter
entfernt und dann nach den o.g. Methoden nochmals die Pulsenergiestufen
gemessen (sieche Abb. 3.19).

Enzymaktivititsmessung mittels photometrischem Test. Nach der
Bestrahlung der Proben wurden die Kammern einer transparenten 96-Well-
Platte unter sterilen Bedingungen mit jeweils 150 ul Substrat befiillt. Dabei
wurden folgende Substrate verwendet (alle in dieser Arbeit verwendeten Sub-
strate wurden bei Sigma-Aldrich gekauft; fiir deren exakte Zubereitung und
die Berechnung der absoluten enzymatischen Kinetik aus der Farbreaktion sei

auf die jeweilige Produktbeschreibung von Sigma-Aldrich verwiesen [105]):

e para-Nitrophenylphosphat (pNPP) als Nachweismittel fiir AP und SAP.
Das pNPP wurde unter der Produktnummer N9389 von Sigma-Aldrich
bezogen und gemif Anleitung in einer Gebrauchskonzentration von

1 mg/ml hergestellt.
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e ortho-Nitrophenyl-5—D-Galactopyranosid (oNPG) fiir 5—Galactosidase.
Dieses Reagenz mit der Produktnummer N1127 wurde in einer Konzen-

tration von 5 mg/ml angefertigt.

e o-Phenylendiamin (OPD) als Nachweismittel fiir die Meerrettich-Peroxi-
dase. Es wurde unter der Produktnummer P9187 bezogen und in einer

Gebrauchskonzentration von 0,4 mg/ml hergestellt.

Direkt nach dem Befiillen der 96-Well-Platte mit Substrat wurden aus den
Probentopfchen der bestrahlten 384-Well-Platte jeweils 10 ul Probenmateri-
al entnommen und in die Kammern der 96-Well-Platte umpipettiert. Hierzu
wurde eine 8-fach Pipette (8x Finnpipette, 2—10pl, Fa. Thermo Scientific)
verwendet. Danach wurden die enzymatischen Farbreaktionen in mindestens
5 gleichméfigen Zeitabstdnden mit einem ELISA-Reader (Microplate Rea-
der EL312e¢, Fa. Bio-Tek Instruments) gemessen. Zwischen den Messungen
musste die 96-Well-Platte dunkel und im Falle der AP-Aktivitatsmessung bei
37°C gelagert werden, da die Substrate lichtempfindlich sind und AP erst bei

Korpertemperatur seine optimale Aktivitat entfaltet.

In Abb. 3.20 ist das Ergebnis einer solchen enzymoptischen Messreihe
nach einem Bestrahlungsexperiment exemplarisch gezeigt. Das Diagramm
zeigt deutlich die unterschiedlich starken enzymatischen Reaktionen, welche
idealerweise zeitlich linear verlaufen. Die 3 Kontrollen (schwarz) sowie die
mit lediglich 3 mJ/cm? bestrahlte Probe (griin) zeigen erwartungsgemif die
hochsten Enzymaktivitdten. Die Steigungen der Regressionsgeraden nehmen
dann mit zunehmender Bestrahlung respektive sinkender Enzymaktivitit ab.
Hierbei wird deutlich, warum die absolute Aktivitdt bei diesem Verfahren
keine Rolle spielt: Es kommt nur auf die Steigung der jeweiligen Geraden an,
welche bei konstanter Proteinkonzentration ausschliefslich von der Enzymak-
tivitdt abhéngt. Der Mittelwert der Steigungen von 3 Kontrollen definiert die
maximale Proteinaktivitiat (100%), die Steigungen aller anderen Ausgleichs-

geraden (bestrahlte Proben) werden dann auf diesen Wert normiert.
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3.3.2 Auswertung mit Microsoft Excel

Fiir jede Probe eines Bestrahlungsexperimentes wurde eine Auswertung nach
Abb. 3.20 durchgefiihrt. Dazu wurde eine Routine in Microsoft Excel pro-
grammiert, mit der die Rohdaten des ELISA-Readers (die gemessenen opti-
schen Dichten) bequem weiterverarbeitet werden konnten. Nach dem Einle-
sen der Daten in die Excel-Maske wurde das Experiment zunéchst auf Plau-
sibilitat gepriift, d. h. die Messwerte mussten in etwa den in Abb. 3.20 gezeig-
ten linearen Verlauf besitzen. Bei nichtlinearen Kurvenverldufen oder starken
Schwankungen der Einzelmesswerte (variierende Absorption durch Blidschen
im Substrat in der 96-Well-Platte) wurde das Experiment bzw. die jeweilige
Probenanalyse verworfen. Ansonsten wurden die Ausgleichsgeraden wie in
Abb. 3.20 mit Excel berechnet und die Steigungen der bestrahlten Proben
auf die dazugehorigen Kontrollen normiert. Zusammen mit den Ergebnissen
aus den o. g. Messungen der Pulsenergiestufen und Strahlradien wurden dann
die relativen Enzymaktivitdten in Abhéngigkeit von der applizierten Bestrah-

lung erhalten.
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Abbildung 3.20. Mit dem optischen Enzymtest bestimmte Enzymkinetik einer
15Au-AP-Probe nach einem Bestrahlungsexperiment mit 35 ps-Pulsen. Die x-Achse
entspricht der Reaktionszeit der Enzyme mit dem Substrat bei 37°C. Die y-Achse
beschreibt die gemessene Lichtabsorption bei 405 nm. Die Zeitintervalle zwischen
den einzelnen Messungen betrugen hier jeweils 3 Minuten. Fiir eine gute Statistik
wurde die 96-Well-Platte insgesamt 6 mal ausgelesen. Diese Probe wurde mit 8
unterschiedlichen Fluenzen bestrahlt.



Kapitel 4

Experimentelle Ergebnisse

4.1 Voruntersuchungen

In diesem Kapitel sind die experimentellen Ergebnisse aus den Untersuchun-
gen in dieser Arbeit prisentiert. Bevor jedoch die Resultate zur bestrahlungs-
abhingigen Enzyminaktivierung vorgestellt werden, sind zunéchst ein paar
grundlegende Kontrollexperimente zu erortern, die zur Klarung der Schadens-

mechanismen beitragen. Diese Experimente stellten sicher, dass

1. die Testproteine selbst hinreichend laserstrahlenunempfindlich sind, d. h.
ein photochemischer Effekt durch einfache Licht- oder Zwei-Photonen-

Absorption nicht auftritt oder hochstens eine untergeordnete Rolle spielt.

2. sich die Proteine stabil mit den Nanopartikeln verbinden lassen, wobei
diese Verbindung zumindest vom Zeitpunkt der Konjugation bis zur

Bestrahlung stabil bleiben muss.

3. es fiir die Untersuchung der Schadensreichweite der NALI geeignete
Antikorper gibt, die einerseits an die Goldnanopartikel koppeln und
gleichzeitig die Zielproteine spezifisch binden.

4. die Proteine auch wiahrend der Bindung am Nanopartikel bzw. Antikor-

per ausreichend enzymatisch aktiv bleiben.

95
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5. die Goldpartikel iiber einen gewissen Fluenzbereich stabil bleiben, d. h.
sie diirfen nicht schon bei niedrigen Bestrahlungen fragmentieren oder

verdampfen.

4.1.1 Kontrollbestrahlung

Untersuchung auf Proteinschidigung durch Lichtabsorption. In
Abschnitt 2.3.5 ist angefiihrt, dass die Laserstrahlen bei einer Wellenlénge
von 527 nm eine Photonenenergie von 2,35eV besitzen und dadurch energe-
tisch in der Lage sind, schwache kovalente Einfachbindungen aufzubrechen
(S-S, N-O, siehe Tabh. 2.4). Gleichzeitig wird aber auch bemerkt, dass Prote-
ine i.d. R. in diesem Wellenldngenbereich nicht absorbieren (wohl aber Licht
streuen), so dass keine direkte Photoschédigung zu erwarten ist.

Anders verhilt es sich allerdings bei Proteinen, die prosthetische Gruppen
mit Metallionen besitzen, so wie die Meerrettich-Peroxidase. Thr katalytisch
aktives Zentrum enthilt ein eisenhaltiges Ham-Molekiil, das auch Licht im
sichtbaren Spektralbereich absorbiert, wie das kleine Diagramm in Abb. 4.1
zeigt. Die charakteristische Absorption dieses Metallo-Enzyms liegt jedoch
unterhalb von 450 nm; oberhalb dieser Wellenldnge werden nur noch schwache
Absorptionsbanden beobachtet. Bei 527 bzw. 532nm sind auch hier keine
bedeutenden photochemischen Schidden durch einfache Lichtabsorption zu
erwarten.

Insgesamt zeigen die Kontrollbestrahlungen von Proteinlosungen ohne
Goldpartikel (Proteinkonzentration jeweils 0,1 mg/ml) mit 35 ps-Pulsen, dass
bis zu einer maximalen Bestrahlung von etwa 100—110mJ/cm? bei keinem
der verwendeten Modellenzyme eine signifikante Aktivitdtsinderung aufgrund

von einfacher oder Zwei-Photonen-Absorption auftritt (siehe Abb. 4.1).

4.1.2 Kopplungseffizienzen

Kopplung von Au-AP. Nach dem Nachweis fiir die hinreichende Be-
strahlungsunempfindlichkeit der Proteine wurde iiberpriift, wie stabil sich
die Enzyme mit den anionischen Goldnanopartikeln konjugieren lassen. Zu-

erst wurden die Au-AP-Konjugate nach der in Abschnitt 3.1.2 beschriebenen
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Abbildung 4.1. Kleines Diagramm: Extinktionsspektren der Modellenzyme AP
(rot), SAP (schwarz), HRP (blau) und 8-Gal (griin). Grofes Diagramm: Kontroll-
bestrahlung von ungebundenen Enzymen mit 35 ps-Laserpulsen (A = 527nm). Die
x-Achse entspricht der Bestrahlung und die y-Achse der verbleibenden Enzymak-
tivitdt. Der Fehlerbereich fiir die Aktivitdtsbestimmung ist grau schraffiert. Au-
fserhalb des Fehlerbereichs weist keines der bestrahlten Enzyme eine signifikante
Inaktivierung auf.

Methode angefertigt und mit PBS-Puffer verdiinnt, so dass die Gebrauchslo-
sungen jeweils eine OD von 0,4 hatten (siehe Abschnitt 3.3.1). Anschliefsend
wurden die Proben (Probenvolumen jeweils ca. 1,5ml) in der Ultrazentrifuge
mit den in Abschnitt 3.1.2 angegebenen Parametern abzentrifugiert. Danach
wurden Uberstand (U) und Pellet (P) getrennt und letzteres wieder in PBS-
Puffer resuspendiert, so dass das urspriingliche Probenvolumen von 1,5ml
wieder erreicht wurde. Schlieklich wurden die Enzymaktivititen von Pellet-
16sung und Uberstand gemessen. Durch Vergleich der beiden Aktivititen
(U gegen P) konnten unter Beriicksichtigung der jeweiligen Probenvolumen
die Bindungsverhéltnisse bestimmt werden: Je mehr (weniger) Aktivitit im
Pellet (Uberstand) war, desto besser war die Kopplungseffizienz bzw. Bin-
dungsstabilitit der Enzyme an die Goldpartikel.
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Abbildung 4.2. Kopplungseffizienzen von verschiedenen Au-AP-Konjugaten. Die
relative Aktivitat des Pellets (— gebundene Proteine) wird durch die voll gefarb-
ten Balken beschrieben und die des Uberstandes (— ungebundene Enzyme) durch
die schraffierten. Die Bilder im oberen Teil des Diagramms stellen den Konjuga-
tetyp schematisch dar. Links: Direkt gekoppelte Au-AP-Konjugate. Mitte: 15Au-
Rezap-AP-Konjugate. Rechts: 15Au-Mib1-Konjugate 4+ ungebundene AP-Molekiile.
Die roten Figuren représentieren die BSA-Molekiile.

In Abb. 4.2 sind die durch Ultrazentrifugationsexperimente bestimmten
Kopplungseffizienzen dargestellt. Aus dem Diagramm geht hervor, dass sich
in den 6-, 15- und 30Au-AP-Proben (in Schwarz dargestellt) nach der Zen-
trifugation noch rund 78 -85% der Aktivitdt an den Goldpartikeln befan-
den und nur 15-22% Aktivitit von ungebundenen Proteinen herriihrten.
Insbesondere fiir 6Au-AP muss die Kopplungseffizienz aber noch deutlich

nach oben korrigiert werden, weil die an die 6 nm Partikel gebundenen AP-
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Molekiile eine um 70% reduzierte Enzymaktivitit aufweisen, wie in Abb. 3.2
gezeigt ist. Unter Beriicksichtigung dieser partikelgrofienabhéngigen Aktivi-
tatsreduktion betrugen die Kopplungseffizienzen von 6Au-AP und 15Au-AP
ca. 92% bzw. 87%. Die 30Au-AP-Konjugate hatten mit 85% eine etwas ge-
ringere Bindungseffizienz und wurden schnell instabil. Bereits nach wenigen
Tagen war die Enzymaktivitit bei diesen Konjugaten so gut wie verschwun-

den.

Kopplung von 15Au-Rezap-AP und 15Au-Mibl + AP. Wegen der
schlechten Haltbarkeit der 30Au-Konjugate und der geringen Heizeffizienz bei
den 6Au-Partikeln wurden die meisten Experimente mit 15Au-Konjugaten
durchgefiihrt. Daher wurden auch die Antikérper-Konjugate nur mit 15Au-
Partikeln hergestellt. In Abschnitt 3.1.2 ist beschrieben, dass 15Au-Rezap
und 15Au-Mibl jeweils vor den Bestrahlungsexperimenten fiir etwa eine Stun-
de mit einer bestimmten Menge AP inkubiert worden sind, so dass jedem
AP-Molekiil wenigstens 3—4 Antikorper als potenzielle Bindungspartner zur
Verfiigung standen. Dies sollte bei den 15Au-Rezap-Konjugaten fiir eine ho-
he Bindungseffizienz sorgen. Abb. 4.2 zeigt, dass bei 15Au-Rezap-AP die
Bindungseffizienz mit ca. 82% der Aktivitit im Pellet dhnlich gut wie bei
den direkt gekoppelten 15Au-AP-Konjugaten war. Dagegen wurde bei 15Au-
Mibl + AP beobachtet, dass rund 75% der Aktivitit als ungebundene Prote-
ine im Uberstand verblieben, wihrend 25% der AP-Molekiile unspezifisch an
die 15Au-Mibl-Konjugate koppelten.

Kopplung von 15Au mit HRP, 5-Gal und SAP. Die Ergebnisse aus
den Kopplungsexperimenten mit HRP, 5-Gal und SAP sind in Abb. 4.3 dar-
gestellt. Hier ist gut zu erkennen, dass sich HRP ausgezeichnet mit den 15Au-
Partikeln koppeln liek, wobei die Bindungseffizienz bei iiber 99% lag. Dagegen
waren zahlreiche Versuche, SAP an die Goldpartikel zu binden, gescheitert.
Selbst bei pH-Werten unter 3 konnten keine kationischen Bereiche auf der
Proteinhiille erzeugt werden, welche eine Bindung dieser Proteine an die an-
ionischen Goldpartikel ermoglicht hitten. Somit konnten die thermolabilen

SAP-Molekiile in der Probenlésung stets als freie Proteine betrachtet werden.
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Abbildung 4.3. Kopplungseffizienz der 15Au-Partikel mit HRP, 5-Gal und SAP.
Die relative Aktivitat des Pellets (— gebundene Proteine) wird wieder durch die
voll gefirbten Balken beschrieben und die des Uberstandes (— ungebundene En-
zyme) durch die schraffierten.

[-Gal liefs sich ebenfalls kaum an die Goldpartikel koppeln, wie Abb. 4.3
zeigt. So war hier nur eine rudimentére Bindung von etwa 10% zu beobach-
ten. Auch bei diesem Enzym blieb eine Senkung des pH-Wertes weitgehend
erfolglos fiir die Konjugation. Anfangs schien diese Methode zwar zu funk-
tionieren, denn der Farbumschlag wie in Abb. 3.7 wurde durch die Senkung
des pH-Wertes deutlich hinausgezogert. Letztendlich hatten sich die Proteine
jedoch immer wieder abgelost und die Goldpartikel aggregierten. Somit kann
auch dieses Protein als quasifrei betrachtet werden; allerdings muss hier mit

einer moglichen geringen Rest-Bindung gerechnet werden.
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4.1.3 Protein-zu-Goldpartikel-Relationen

In Abschnitt 3.1.2 ist erwihnt, dass die frisch hergestellten Konjugate schon
nach kurzer Zeit aggregierten, was sich durch die Zugabe von etwas BSA
verhindern liefs. Die Kenntnis der dabei eingesetzten BSA-Menge ermdoglicht
eine quantitative Abschétzung iiber die in vitro BSA-zu-Goldpartikel- bzw.
BSA-zu-Enzym-Verhéltnisse.

Anzahl der AP-Molekiile pro 15Au. Wiein Abb. 3.7 dargestellt, wurde
das optimale AP-zu-15Au-Verhéltnis bei der Zugabe von etwa 13 nl APg 1 mg/mi
in 200 pl Goldlosung (bei OD = 1) erreicht. Bei einem Proteingewicht von
160 kDa (siehe Abschnitt 3.1.1) und einem (lt. Hersteller) Proteingehalt in der
Protein-Stocklosung von etwa 50%, enthielten die 13 ul der AP-Lésung unge-
fihr 2,45 - 102 AP-Molekiile. In den 200 pl der 15Au-Losung waren dagegen
etwa 3 - 10" Nanopartikel enthalten [131]. Somit kamen unter Beriicksichti-
gung der o.g. Bindungseffizienz von rund 87% auf jedes 15Au-Partikel im
statistischen Mittel etwa 7,1 AP-Molekiile.

Partikelkonzentration der fertigen Konjugate. Das finale Konjugate-
volumen, das aus urspriinglich 3ml der 15Au-Lésung abzentrifugiert wurde
(vgl. Abschnitt 3.1.2), betrug meist zwischen 10 und 20 pl. Diese Variation
lag daran, dass die Abnahme des Uberstandes nach der Zentrifugation nicht
immer bis auf die letzten Mikroliter erfolgen konnte. Im Mittel betrug die
finale Goldpartikelkonzentration etwa 2,94(41,40) - 10! pl=!, was durch Ex-

tinktionsmessungen an mehreren Proben bestimmt wurde.

Stabilisierung mit BSA. Fiir die BSA-Stabilisierung wurden die 10—
20 pl Konjugatesuspension mit einer jeweils identischen Menge an Puffer
A versetzt. Dabei enthielt jeder Mikroliter Puffer A etwa 2,95 - 10 BSA-
Molekiile (Molekulargewicht ~ 66,4 kDa), welche sich auf jeweils 2,94 - 10!
Partikel verteilten. Demnach kamen bei den BSA-stabilisierten Proben auf je-
des Goldpartikel neben den rund 7 AP-Molekiilen statistisch auch noch rund

100 BSA-Proteine. Damit waren ausreichend viele BSA-Molekiile vorhanden,



102 KAPITEL 4. EXPERIMENTELLE ERGEBNISSE

v,

, AW

Abbildung 4.4. Schematische Darstellung der Protein-zu-Goldpartikel-
Verhiltnisse bei den 15Au-AP-Konjugaten. Auf jedes Goldpartikel kommen
statistisch rund 7 AP-Molekiile (blau), die ebenfalls etwa 15 nm lang sind. a) Ohne
BSA-Stabilisierung: Bei der Probenpréiparation wurden die Konjugate nur nach
der ersten Zentrifugation mit BSA (rot) versetzt. Im zweiten Aufreinigungsschritt
(Zentrifugation in Glycerollosung) wurden die meisten BSA-Molekiile dann wieder
entfernt. b) Mit BSA-Stabilisierung: Durch die Zugabe von ein wenig Puffer A
nach der zweiten Aufreinigung wurden jedem Konjugat in der Probe rund 100
BSA-Molekiile zugesetzt.

a)

um die Konjugate regelrecht zu umbhiillen, was in Abb. 4.4 schematisch darge-
stellt ist. Allerdings ist unklar, wie sich die genaue Oberflichenbelegung der
Goldnanopartikel in Bezug auf die AP- (blaue Ellipsen) und BSA-Verteilung
(rote Figuren) in Realitdt darstellt.

Zusammenfassung aller Konjugate. Analog zu 15Au-AP wurden auch
die Protein-zu-Goldpartikel-Verhiltnisse der anderen Konjugate berechnet.

Die Ergebnisse sind in Tab. 4.1 zusammengefasst.

| Probe | Enzym/Au| BSA/Au | BSA/Enzym |
GAWAP | L4(£0,4) | 8,6(£4,6) | 6,1(%4,0)

15Au-AP | 7,1(£2,3) | 100,3(x49,1) | 14,1(£S8,6)
30Au-AP | 20(£6,6) | 517,5(£178,4) | 25,9(£12,3)

15Au-HRP | 23,4(%7,7) | 100,3(£49,1) | 4,3(%2,5)
15Au-Rezap | 26,8(%8,8) | 100,3(£49,1) | 3,7(%2,2)
15Au-Mibl | 28,5(£0,4) | 100,3(£49,1) | 3,5(%£2,1)

Tabelle 4.1. Protein-zu-Partikel-Relationen.
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4.1.4 Partikelaggregation und -fragmentierung

Entfarbung von bestrahlten Konjugaten. Zunéchst soll ein Phianomen
erwahnt werden, das im Probenhalter praktisch nach jedem Bestrahlungsex-
periment zu beobachten war und in Abb. 4.5 exemplarisch gezeigt ist. Die be-
strahlten Probenl6sungen wiesen ab einer bestimmten Fluenz einen charakte-
ristischen Farbumschlag von der typisch rétlichen Farbung iibers Graublaue
bis hin zur Farblosigkeit auf. Das Ausmaf des Farbumschlages war aufier von
der Bestrahlung noch vom verwendeten Losungsmittel, dem Proteintyp und
der Proteinkonzentration abhingig. Wie Abb. 4.5 zeigt, ist der Farbumschlag
bei Verdiinnung der Proben mit Natriumphosphatpuffer sehr deutlich zu er-
kennen. Bei Verdiinnung mit dem Losungsmittel der Goldpartikel (welches
durch Abzentrifugieren der Goldpartikellosung gewonnen wurde) und bei ho-
her Proteinkonzentration war die Farbédnderung zwar schwicher ausgepragt,
prinzipiell lag diese aber immer bei einer dhnlichen Dosis. Praktisch traten al-
le durch Pikosekundenpuls-Bestrahlung erzeugten sichtbaren Farbumschlige

bei Fluenzen zwischen 20 und 32mJ/cm? auf.
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Abbildung 4.5. Farbénderung der Konjugate nach ps-Bestrahlung von 15Au-AP
(gelb umrandet) und 15Au-HRP (griin umrandet) in Natriumphosphatpuffer. Zur
Verdeutlichung wurde die Farbsittigung des Bildes erhoht. K) Kontrollen. A—H)
Bestrahlung (in mJ/cm?) mit: A) 15,9(42,2); B) 22(£3,1); C) 27,9(%+3,9); D)
31,7(£4,4); B) 37,5(£5,3); F) 43,6(£6,1); G) 48, 4(£6,8); H) 55(£7, 7).
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Abbildung 4.6. Typische Absorptionsspektren von 15Au-HRP-Konjugaten nach
ps-Bestrahlung im Losungsmittel der Goldpartikel. K) Kontrolle. A—H) Bestrah-
lung [mJ/cm?| mit: A) 3,0(£0,4); B) 9,6(+£1,3); C) 18,1(£2,5); D) 27,7(+£3,9);
E) 38,0(£5,3); F) 48,6(£6,8); G) 71,3(£10,0); H) 95,0(£13,3).

Absorptionsspektren von bestrahlten 15Au-HRP-Konjugaten. Fiir
genauere Untersuchungen zu den Entfarbungen der Proben wurden Absorp-
tionsspektren von mit 35 ps-Pulsen bestrahlten 15Au-HRP Konjugaten mit
einem UV /VIS-Spektrometer (Lambda 14P, Fa. Perkin Elmer) gemessen. Da
diese Messungen insgesamt etwas ldnger dauerten, wurden die Konjugate im
stabilisierenden Losungsmittel der Goldpartikel mit ansteigenden Fluenzen
bestrahlt und anschliefsend mit dem Spektrometer untersucht. In Abb. 4.6

ist das Ergebnis aus einer dieser Untersuchungen exemplarisch vorgestellt.

Die Grafik zeigt, dass die Kontrolle (K) und die mit 3,0 mJ/cm? bestrahlte
Probe (A) ein nahezu identisches Absorptionsspektrum besitzen. Dies deu-
tet nach den Ausfithrungen in Abschnitt 2.1.1 auf eine unveréinderte Form
und Umgebung der Nanopartikel hin. Bei der mit 9,6 mJ/cm? bestrahlten
Probe (B) erscheint dann eine sehr geringe Abnahme der Absorption, die

allerdings in den Bereich der Messunsicherheit fallen kann. Bei einer Fluenz
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von 18,1 mJ/cm? (C) tritt dann ein deutlicher Sprung in der Absorptionscha-
rakteristik auf, der visuell allerdings noch nicht beobachtet werden konnte;
dies war erst bei der mit 27,7mJ/cm? (D) bestrahlten Probe der Fall. Auf-
fallig ist auch, dass sich das Absorptionsmaximum etwas in Richtung der

kleineren Wellenldngen verschiebt.

TEM-Untersuchungen von bestrahlten 15Au-AP-Konjugaten. Um
die Ursachen fiir die bestrahlungsabhidngigen Farbumschlige bzw. die Ver-
dnderung der Absorptionscharakteristik herauszufinden und die Schwellen
fiir Partikelschmelzen und -fragmentierung zu bestimmen, wurden 15Au-AP-
Konjugate mit 35 ps-Pulsen bestrahlt und anschlieffend mit einem Transmis-
sions-Elektronenmikroskop (TEM Philips 400 T, Fa. Philips) untersucht (aus
Kosten- und Zeitgriinden wurden hier nur die 15Au-Partikel und die ps-Pulse
ausgewdhlt, weil die meisten Bestrahlungsexperimente damit durchgefiihrt
wurden). Abbildung 4.7 zeigt die wichtigsten daraus erhaltenen Bilder.

Um die Verteilung der Partikelgrofen aus den TEM-Aufnahmen zu er-
halten, wurden Bildanalysen mit ImageJ (Image Processing and Analysis in
Java, Version 1.3.8) gemacht. Dazu mussten die abgebildeten aggregierten
Goldpartikel zunichst mit einem Bildverarbeitungsprogramm (Photoshop
7, Fa. Adobe Systems Inc.) segmentiert werden. Mit ImageJ wurden dann
die Randbereiche der Partikel definiert und deren relative Grofenverteilung
durch Auszahlung der jeweiligen Flichenanteile bestimmt. Anschliefsend wur-
den die Flichenanteile mit Hilfe der aus den TEM-Aufnahmen bestimmten
Skalierungsfaktoren in absolute Partikelgréfien umgerechnet. In den Abbil-

dungen 4.8 und 4.9 sind die entsprechenden Ergebnisse hierzu gezeigt.
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Abbildung 4.7. TEM-Aufnahmen von mit 35 ps-Laserpulsen bestrahlten 15Au-
AP-Konjugaten bei 100.000-facher Vergroferung. a) Unbestrahlte Kontrolle. b) Be-
strahlung mit 13,4mJ/cm? und c¢) 24,7mJ/cm?.
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e)

& v s

Fortsetzung von Abb. 4.7. d) Bestrahlung mit 37,6 mJ/cm?, e) 64,5mJ/cm?
und f) 94mJ/cm?. In den kleinen eingerahmten Bereichen in e) und f) wurde der
Kontrast um 80% erhoht, um die Goldfragmente hervorzuheben.
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Abbildung 4.8. Bildanalysen der wichtigsten TEM-Aufnahmen mit ImageJ (links)
mit Ausgabe der statistischen Verteilung der Partikelgréfen als Histogramme
(rechts). Oben: Kontrolle. Mitte: Bestrahlung mit 64,5mJ/cm?. Unten: Bestrah-
lung mit 94mJ/cm?.
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Abbildung 4.9. Mittlerer Partikeldurchmesser nach Bestrahlung von 15Au-AP
mit 35 ps-Laserpulsen, erhalten aus der statistischen Bildanalyse mit ImagelJ. Die
Ergebnisse aus den in Abb. 4.8 gezeigten Auswertungen sind mit Pfeilen markiert

Durch die Analysen der TEM-Bilder (siche Abb. 4.7) konnten die folgen-

den Zusammenhénge gefunden werden:

e Nach statistischer Auswertung ist der mittlere Durchmesser der Parti-

kel bis 64, 5(+9,0) mJ/cm? nahezu konstant und betrigt durchschnitt-
lich 13,45(+£0, 34) nm. Eine visuelle Analyse der 240.000-fachen Vergro-
fserungen ergibt dagegen einen mittleren Partikeldurchmesser von etwa
14,0(+£0,5) nm. Die Verringerung des Durchmessers um 0,5 nm bei der
ImageJ-Analyse kann gut mit der Randunschérfe bei den Aufnahmen

mit 100.000-facher Vergroferung erklért werden.

Bis zu einer Bestrahlung von 13,4(+1,9)mJ/cm? ist keine Anderung
der Partikelcharakteristik erkennbar. Sowohl Verteilung als auch Form
der Nanopartikel entsprechen bis zu diesem Wert der Charakteristik
der unbestrahlten Probe. Insbesondere sind auf den Bildern der bis
zu dieser Fluenz bestrahlten Proben zahlreiche unférmige Teilchen zu

erkennen, was ein Hinweis auf einen nicht erfolgten oder nur sehr un-
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vollstdndigen Schmelzprozess ist.

Bei der mit 24, 7(+3,5) mJ /cm? bestrahlten Probe ist eine ausgeprigte
Aggregation der Partikel zu groferen Komplexen zu erkennen. Aufser-
dem sind auf den Aufnahmen dieser Probe fast keine unrunden Teil-
chen mehr zu erkennen, was auf einen fortgeschrittenen Schmelzvorgang

(Aufschmelzen) der Nanopartikel bei dieser Bestrahlung hindeutet.

Die Charakteristik der mit 37, 6(£5, 3) mJ/cm? bestrahlten Probe ent-
spricht weitgehend der zuletzt erwdhnten. Allerdings ist die Aggregat-
bildung hier noch deutlicher ausgeprigt. Partikelfragmente sind bis zu

dieser Bestrahlung noch nicht zu erkennen.

Bei den mit 64,5(£9,0) mJ/cm? bestrahlten Teilchen sind die ersten
Partikelfragmente zu erkennen; allerdings werden diese wenigen Bruch-
stiicke von ImageJ nicht erkannt, da der Fragmentierungsprozess bei
dieser Bestrahlung anscheinend gerade erst beginnt. Mit einigen opti-
schen Tricks, wie der kiinstlichen Erhohung des Kontrasts oder Falsch-
farbendarstellung, konnen vereinzelte Fragmente jedoch visuell identi-

fiziert werden.

Nach einer Bestrahlung mit 94(4+13)mJ/cm? ist eine deutliche Frag-
mentierung der Goldnanopartikel zu beobachten. Die zahlreichen Frag-
mente haben meist Durchmesser unterhalb von 5nm, wie Abb. 4.8 zeigt.
Aufterdem scheinen die Partikel bei dieser Bestrahlung miteinander zu

verschmelzen.

Die wichtigsten Ergebnisse aus den TEM-Untersuchungen waren die Bestim-

mung der Fragmentierungsschwelle zu etwas unterhalb von 64,5 mJ/cm? und

die Beobachtung, dass die Partikel bis 13,4mJ/cm? nicht oder nur unvoll-

standig aufschmelzen.
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4.1.5 Proteinaggregation und -fragmentierung

Gelelektrophoresen von 15Au-Antikorper-Konjugaten. Um heraus-
zufinden, ob und wie sich die Partikelaggregation und -fragmentierung auf die
gebundenen Proteine auswirken, wurden chromatographische Untersuchun-
gen mittels Polyacrylamid Gelelektrophoresen (SDS-PAGE) an mit 35 ps-
Pulsen bestrahlten Konjugaten durchgefiihrt. Hierbei liefsen sich jedoch aus-
gerechnet die wichtigen AP-Molekiile trotz mehrfacher Versuche mit unter-
schiedlichen Farbungen nicht darstellen. Die Griinde dafiir sind unbekannt,
allerdings ist es sehr gut moglich, dass die AP-Banden mit den starken BSA-
Banden bei rund 70 kDa zusammenfielen, denn die etwa 160 kDa grofsen AP-
Homodimere zerfallen bei der SDS-PAGE in ihre beiden Monomere [100].
Im Gegensatz zu AP liefen sich die beiden Untereinheiten beider Antikor-
per mit der Silberfarbung gut darstellen, wie in den Abbildungen 4.10 und
4.11 gezeigt ist. Hier sind die schweren und leichten Ketten der Antikorper,
welche den Banden bei 50 bzw. 25 kDa entsprechen, gut zu erkennen. Zusam-
mengefasst wurden durch visuelle Bildanalysen bei den Gelelektrophoresen

die folgenden Ergebnisse gefunden:

MW [kDa]

7O — - [R—

37— — N
\

25— Ny

15—
10—-§

—
— — — — -
| — — —

M 0 4 14 26 41 56 72 106
143

Bestrahlung [mJ/cm?]

Abbildung 4.10. Gelelektrophoresen mit Silberfirbung von mit 35 ps-Pulsen be-
strahlten 15Au-Mibl-Konjugaten. Die Spalte M entspricht den Markern fiir das
Molekulargewicht und die Spalte 0 der unbestrahlten Kontrolle. Die markanten
Punkte, bei denen eine signifikante Anderung auftritt, sind mit Pfeilen markiert.
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Abbildung 4.11. Gelelektrophoresen mit Silberfarbung von mit 35 ps-Pulsen be-
strahlten 15Au-Rezap-Konjugaten.

e Bei Mibl tritt eine signifikante Schwichung der Banden der schweren
und leichten Seitenketten nach einer Bestrahlung mit 56(£8) mJ/cm?
auf. Dieses Ergebnis wurde durch eine Gelfarbung mit Coomassi Blue
bestéitigt. Gleichzeitig ist bei den Farbungen zu erkennen, dass bei
41(£6) mJ /cm? die Banden noch voll ausgepriigt sind. Demnach ist bei
der Bestrahlung von 15Au-Mibl eine Fragmentierung der Antikoérper

bei einer Fluenz zwischen 41 und 56 mJ/cm? zu erwarten.

e Bei Rezap ist nach einer Bestrahlung mit 72(£10) mJ/cm? sowohl eine
deutliche Schwéichung der Banden fiir die schweren und leichten Seiten-
ketten der Antikorper zu erkennen, als auch eine Zunahme von nieder-
molekularen Fragmenten unterhalb von 10kDa. Allerdings scheint die
50kDa-Bande schon bei 56(£8) mJ/cm? ein wenig schwiicher zu wer-
den, wobei dies ein Artefakt der Silberfirbung sein kann. Insgesamt
ist bei 15Au-Rezap mit einer Proteinfragmentierung zwischen 56 und

72mJ/cm? zu rechnen.
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4.2 Bestrahlungsexperimente

Alle Bestrahlungsexperimente wurden nach der in Abschnitt 3.3.1 beschrie-
benen Vorgehensweise durchgefiihrt und mit unterschiedlichen Proben an
verschiedenen Tagen wenigstens 5-mal wiederholt, um systematische Fehler
zu vermeiden. Dabei sind alle Konjugate in Natriumphosphatpuffer bestrahlt
worden, wenn nichts anderes angegeben ist. In Tab. 4.2 sind die in dieser Ar-
beit bestrahlten Konjugate bzw. Proteine sowie deren Bindungseigenschaften

noch einmal zusammengefasst.

’ Enyzm \ direkt gebunden \ iiber Ak gebunden \ ungebunden ‘

AP 6-, 15- u. 30Au-AP | 15Au-Rezap-AP | 15Au-Mibl + AP

HRP 15Au-HRP Ak nicht vorh. nicht vorh.
£S—Gal nicht moglich Ak nicht vorh. 15Au + B-Gal

SAP nicht moglich Ak nicht vorh. 15Au+SAP

Tabelle 4.2. Bestrahlte Proben nach den Eigenschaften der Proteinbindung.

4.2.1 Bestrahlung mit Pikosekundenpulsen

Au-AP-Konjugate mit BSA-Stabilisierung. In Abb. 4.12 sind die Er-
gebnisse aus den Bestrahlungsexperimenten an den direkt gekoppelten 6-,
15- und 30Au-AP-Konjugaten, die nach ihrer Herstellung mit BSA stabili-
siert wurden, prasentiert. In diesem typischen Bestrahlungsdiagramm ist die
verbleibende relative Enzymaktivitit gegen die applizierte Bestrahlung auf-
getragen. Zur Veranschaulichung der Konjugatecharakteristik ist das System
in dem kleinen Bild oben im Diagramm nochmal schematisch illustriert.

Die in Abb. 4.12 dargestellten Messergebnisse zeigen die nach Abb. 2.4
erwartete Eigenschaft, dass die 6 nm Goldpartikel aufgrund ihres sehr gerin-
gen Absorptionsquerschnittes wesentlich ineffizienter bei der bestrahlungsab-
hidngigen Proteininaktivierung sind als die groferen Partikel. Um nun Do-
sisschwellenwerte fiir eine 50%-ige Proteininaktivierung (Hsp%) und andere
signifikante Punkte zu bestimmen, wurden die Messwerte mit einer phéino-

menologischen Fitkurve, der Summe aus zwei gegeneinander verschobenen
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Abbildung 4.12. Enzymaktivitit von 6- (schwarz), 15- (rot) und 30Au-AP (blau)
nach Bestrahlung mit 35 ps-Pulsen. Diese Konjugate wurden nach ihrer Herstellung
mit BSA stabilisiert. Die 50%-Uberlebensrate der Proteine ist durch die schwarze
Gerade markiert. Insgesamt sind hier 5 Experimente mit jeweils 2 Proben (Fehler-
redundanz) aufgefiihrt.

Gaufkurven, mit den Fitparametern a, b, ¢, d, Hy und R angepasst:
A(H) = a-exp(—bH?) 4 ¢ exp (—d(H — Hp)*) + R. (4.1)

Danach beschreibt A die mittlere relative Enzymaktivitdt in Abhangigkeit
von der applizierten Bestrahlung A, und R ist die Restaktivitéit, die von un-
gebundenen Enzymen in der bestrahlten Probe herriihrt. Die daraus erhal-
tenen Fits sind in den Bestrahlungsdiagrammen als durchgezogene Kurven
dargestellt.

Gl. 4.1 gibt keine physikalisch-chemische Gesetzmifigkeit wieder, son-
dern beschreibt phdnomenologisch die Messdaten. Gauffunktionen wurden
verwendet, weil sie einen exponentiellen Abfall und gleichzeitig ein Plateau
bei niedrigen Bestrahlungen beschreiben. Die zweite Gauffunktion wurde ein-
gefiihrt, da vor allem bei den Proben ohne BSA-Stabilisierung eine Schulter

im Inaktivierungsverlauf der Enzyme auftaucht. Bei den BSA-stabilisierten
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Proben ist diese Schulter meist zu ,yerschmiert”, um sie eindeutig zu erken-
nen. Besonders gut ist die Schulter am Verlauf der roten Kurven in den
Abbildungen 4.14 und 4.15 sichtbar. Die Proteininaktivierung beginnt erst
nach einem bestimmten Schwellenwert der Bestrahlung (Plateau) und nimmt
dann zunichst kontinuierlich zu. Ab Bestrahlungen von etwa 15-20 mJ/cm?
wird der steile Verlauf der Enzyminaktivierung reduziert, wodurch die Schul-
ter entsteht, in deren Verlauf sich ein Wendepunkt W befindet, ab dem die
Inaktivierungsrate wieder deutlich zunimmt. Dieser Wendepunkt lasst sich
rechnerisch aus der Fitkurve nach GIl. 4.1 bestimmen. In Tab. 4.3 sind die
Ergebnisse aus den in Abb. 4.12 gezeigten Inaktivierungskurven zusammen-

gefasst.

’ Probe ‘ Hso in mJ/cm? ‘ W in mJ/cm? ‘ Rin % ‘
GAWAP (1BSA) | 77.4(£10,8) | 40,3(£5,6) | 8,3+ (0,9)
15Au-AP (1 BSA) | 39,9(£5.6) | 35,9(%5,0) |3,7=(0.4)
30Aw-AP (1 BSA) | 22,7(£3,2) 10,5(%2,2) | 2,8 % (0,3)

Tabelle 4.3. Ergebnisse aus den Bestrahlungsexperimenten (35 ps-Pulse) an BSA-
stabilisierten Au-AP-Konjugaten.

Auf zwei Beobachtungen nach den Bestrahlungsexperimenten soll an die-

ser Stelle explizit hingewiesen werden:

e Augenscheinlich war nach niedrigen Bestrahlungen von 6- und 15Au-
AP eine leichte Aktivitdtserhohung iiber die (100%-ige) Aktivitit der
unbestrahlten Kontrollen zu beobachten. Bei 30Au-AP trat dieser Ef-
fekt nicht auf. Dies riihrte wahrscheinlich von einem durch die Bestrah-
lung bedingten Ablosen der AP-Molekiile von den Goldpartikeln her,
die im ungebundenen Zustand eine héhere Aktivitét aufweisen (siehe
Abb. 3.2). Die Aktivitéatserhohung nach niedrigen Bestrahlungen dufsert
sich in einigen Bestrahlungsdiagrammen in einer leichten Erh6hung des

Plateaus tiber die 100%-ige Enzymaktivitat der Kontrollen.

e Die zweite Beobachtung betrifft die Restaktivitit R nach hoher Bestrah-
lung, bei der alle gebundenen Enzyme inaktiviert oder zerstort sein

sollten. Bei den Untersuchungen zur Kopplung der Au-AP-Konjugate
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zeigte sich eine Bindungseffizienz von 78-85% (vgl. Abb. 4.2), d.h.
15-22% der Aktivitat rithrten von ungebunden AP-Molekiilen her. Fi-
ne entsprechend hohe Restaktivitiat wurde bei den bestrahlten Proben
nicht gemessen. Die geringe Restaktivitidt zwischen 2,8 und 8,3% ist

demnach ein Hinweis auf einen nicht-lokalen Effekt.

Au-AP-Konjugate ohne BSA-Stabilisierung. Geméif Protokoll wur-
den die Proben nach der Konjugation immer mit BSA stabilisiert und da-
nach in Natriumphosphatpuffer bestrahlt. Bei einer Test-Bestrahlung im
BSA-reichen Puffer A fiel die Enzyminaktivierung dagegen deutlich gerin-
ger aus. Im Umkehrschluss sollten die Proteine einfacher zu schédigen sein,
wenn méoglichst wenig BSA bei der Probenherstellung verwendet wiirde. Dies
ist in der Tat der Fall, wie Abb. 4.13 zeigt.

Im Grunde weisen die Inaktivierungskurven von BSA-stabilisierten und

unstabilisierten Konjugaten eine dhnliche Charakteristik auf, allerdings sind
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Abbildung 4.13. Enzymaktivitit von 6- (schwarz), 15- (rot) und 30Au-AP (blau)
ohne BSA-Stabilisierung nach Bestrahlung mit 35 ps-Pulsen. Auch hier sind ins-
gesamt fiinf Experimente durchgefithrt worden. Die wichtigen Parameter aus den
Kurvenanpassungen nach GI. 4.1 sind in Tab. 4.4 aufgefiihrt.
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| Probe | Hyy inmJ/em® [ WinmJ/em® | Rin % |

6Au-AP | 59,3(£8,3) NJ/A 4,0+ (0,4)
15Au-AP | 12,1(%1,7) 17,7(£2,5) | 1,9+ (0,2)
30Au-AP | 11,5(%L,6) NJA 0=+ (0)

Tabelle 4.4. Ergebnisse aus den Bestrahlungsexperimenten (35 ps-Pulse) an Au-
AP-Konjugaten ohne BSA-Stabilisierung. Fiir 6- und 30Au-AP konnten keine Wen-
depunkte aus der Anpassung nach GI. 4.1 ermittelt werden.

bei letzteren deutlich niedrigere Fluenzen fiir eine gleichwertige Proteininakti-
vierung notwendig, wie der Vergleich von Tab. 4.4 mit Tab. 4.3 zeigt. So sind
fiir eine 50%-ige Inaktivierung von 6Au-AP nur noch 59,3 statt 77,4mJ/cm?
nétig, bei 15Au-AP reichen nun etwa 12,1 statt 39,9mJ/cm? aus und bei
30Au-AP nur 11,5 statt 22,7mJ/cm? Diese sehr deutlichen Unterschiede
in der Inaktivierungskinetik zeigen die erhebliche Schutzwirkung durch die
BSA-Molekiile.

Weiterhin ist in Abb. 4.13 zu erkennen, dass die Streuung der einzelnen
Messwerte um die nach Gl. 4.1 angepassten Inaktivierungskurven geringer
als bei den BSA-stabilisierten Konjugaten (vgl. 4.12) ist. Dies nach den Aus-
fiihrungen in Abschnitt 4.1.3 auch verstéandlich, da das BSA-zu-Goldpartikel-
bzw. das BSA-zu-Enzym-Verhéltnis in praktisch jeder Probe variierte. Nach
der Probenherstellung standen meist unterschiedliche Mengen von Goldkon-
jugaten zur Verfiigung. Diese Probenmengen waren fiir eine individuelle Ab-
sorptionsmessung zur Bestimmung der jeweiligen Partikelkonzentration zu
klein. Deshalb konnte die BSA-Zugabe zur Probenstabilisierung nicht an die
aktuelle Partikelkonzentration angepasst werden. Offensichtlich bewirkten
die dadurch hervorgerufenen unterschiedlichen BSA-zu-Partikel- bzw. BSA-
zu-Enzym-Verhéltnisse unterschiedliche Effizienzen bei der Enzyminaktivier-

ung.

15Au-AP mit und ohne BSA-Stabilisierung im Direktvergleich.
Die Bestrahlungsexperimente an den Au-AP-Konjugaten mit und ohne BSA-
Stabilisierung zeigen die gleichen charakteristischen Unterschiede beziiglich

der Verwendung unterschiedlicher Partikelgrofen. Die 30 nm Partikel besit-
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Abbildung 4.14. Vergleich der Inaktivierung von BSA-stabilisierten (schwarz)
und unstabilisierten (rot) 15Au-AP nach Bestrahlung mit 35 ps-Pulsen.

zen aufgrund ihres verhéltnisméfkig groflen Absorptionsquerschnittes und im
Vergleich zu 6- und 15Au kleinsten Oberflichen-zu-Volumen-Verhéltnisses
bei gleicher Bestrahlung die grofite Wirkung, die 6 nm Partikel die geringste.
Allerdings waren die 30Au-Konjugate nicht lange haltbar (siehe Abschnitt
4.1.2). Die 15nm Partikel besitzen dagegen beides, eine hohe Stabilitat und
eine gute Wirksamkeit bei der NALI. Entsprechend wurden die meisten Ex-

perimente auch mit den 15Au-Konjugaten durchgefiihrt.

Um den grofen Einfluss der BSA-Molekiile bei der NALI nochmals zu ver-
deutlichen, sind in Abb. 4.14 die Inaktivierungskurven von BSA-stabilisierten
und unstabilisierten 15Au-AP direkt gegeniibergestellt. Dem Diagramm ist
zu entnehmen, dass das BSA bei Bestrahlungen unterhalb von 20 mJ/cm? ei-
ne besonders starke Schutzwirkung auf die AP-Molekiile hat. So sind bis zu
dieser Fluenz weniger als 10% Aktivitatsverlust bei den BSA-haltigen Kon-
jugaten zu verzeichnen. Im Vergleich dazu tritt die gleiche 10%-ige Inaktivie-
rung bei den unstabilisierten Proben bereits nach einer Bestrahlung von nur

4,2mJ/em? auf. Oberhalb von 20 mJ /cm? werden dann auch die stabilisierten
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Konjugate mit zunehmender Bestrahlung mehr und mehr inaktiviert, wobei
im Vergleich zu den unstabilisierten Proben immer erheblich héhere Fluenzen
fiir die gleiche Wirkung notwendig sind. So zeigt der Vergleich der Tabellen
4.3 und 4.4, dass fiir eine 50%-ige Inaktivierung von BSA-stabilisierten und
unstabilisierten 15Au-AP etwa 39,9mJ/cm? bzw. 12,1 mJ/cm? erforderlich
sind. Die BSA-Stabilisierung erhoht die fiir eine 50%-ige AP-Inaktivierung

notwendige Bestrahlung also um das 3,3-fache.

15Au-HRP mit und ohne BSA-Stabilisierung. Um sicherzustellen,
dass die Proteininaktivierung mittels lasererhitzter Nanopartikel kein AP-
spezifischer Effekt ist, wurden Bestrahlungsexperimente an 15Au-HRP-Kon-
jugaten durchgefiihrt. Die Meerrettich-Peroxidase (siehe Abschnitt 3.1.1) lief
sich mit den 15 nm grofen Goldnanopartikeln stabil koppeln (siehe Abb. 4.3).
In Abb. 4.15 und Tab. 4.5 sind die Ergebnisse aus den Bestrahlungsexpe-
rimenten an BSA-stabilisierten und unstabilisierten 15Au-HRP-Konjugaten

wieder direkt gegeniibergestellt.
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Abbildung 4.15. Vergleich der Inaktivierung von BSA-stabilisierten (schwarz)
und unstabilisierten (rot) 15Au-HRP-Konjugaten nach Bestrahlung mit 35 ps-
Pulsen.



120 KAPITEL 4. EXPERIMENTELLE ERGEBNISSE

| Probe | Hsoz, in mJ/em® [ WinmJ/em® | Rin% |
I5AHRP (1 BSA) | 63,3(£8.9) | 36,4(x5,1) | 10,6(%L,2)
15Au-HRP 13,8(£1,9) | 26,7(£3,7) | 1,1(£0,1)

Tabelle 4.5. Ergebnisse aus den Bestrahlungsexperimenten (35 ps-Pulse) an den
15Au-HRP-Konjugaten mit und ohne BSA-Stabilisierung.

Bei diesen Proben ist die charakteristische Schulter im Kurvenverlauf be-
sonders gut zu erkennen. Auch der Schutzeffekt durch die BSA-Molekiile zeigt
sich wieder, hier sogar noch ausgeprigter als bei den 15Au-AP-Konjugaten.
Wihrend die 10%-ige Inaktivierung der unstabilisierten und BSA-stabilisierten
Konjugate nach einer Bestrahlung von 4,8 bzw. 17,8 mJ/cm? noch vergleich-
bar mit der Wirkung bei 15Au-AP ist, scheint das BSA die HRP-Molekiile
auch bei hoheren Bestrahlungen zu stabilisieren. Hier steht einer Bestrahlung
von 13,8mJ/cm? fiir die 50%-ige Inaktivierung von unstabilisierten 15Au-
HRP dann schon eine Fluenz von 63,3 mJ/cm? bei den stabilisierten Konju-

gaten gegeniiber, was einer 4,6-fachen Erhéhung entspricht.

15Au-Rezap-AP und 15Au-Mibl1+AP. Die Bestrahlungsexperimen-
te an den Au-AP- und Au-HRP-Konjugaten haben gezeigt, dass sich direkt
gekoppelte Enzyme durch lasererhitzte Nanopartikel effizient inaktivieren las-
sen. Um die Frage zu kliren, ob bzw. bis zu welcher Fluenz die Wirkung der
NALI rdumlich begrenzt ist, wurden 15Au-Antikérper-Konjugate mit AP in-
kubiert und anschliefend bestrahlt. Die daraus erhaltenen Ergebnisse sind in
Abb. 4.16 und Tab. 4.6 zusammengefasst.

| Probe | Hsoz, in mJ/em? [ WinmJ/em® | Rin% |
5Aw-Rezap-AP | 45,0(£6,3) N/A 23,9(£2,0)
15Au-Mibl | AP | 100,6(£14, 1) N/A 41,8(%4,6)

Tabelle 4.6. Ergebnisse aus den Bestrahlungsexperimenten (35 ps-Pulse) an 15Au-
Rezap-AP und 15Au-Mibl + AP (mit BSA-Stabilisierung). Aus den Fitkurven
konnten keine Wendepunkte bestimmt werden.
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Abbildung 4.16. Aktivitdt von (iiber 15Au-Rezap) spezifisch gebundener (rot)
sowie (durch 15Au-Mib1) ungebundener (schwarz) AP nach Bestrahlung mit 35 ps-
Pulsen. Alle Konjugate wurden nach der Aufreinigung mit BSA stabilisiert und
anschliefend mit einer identischen Menge an AP inkubiert. Um den bindenden
und nicht-bindenden Charakter der Systeme zu betonen, wird hier die [-/+]-
Nomenklatur verwendet: 15Au-Rezap-AP — gebundenes AP, 15Au-Mib1+AP —
ungebundenes AP.

In dem Bestrahlungsdiagramm ist der unterschiedliche Inaktivierungsver-
lauf der beiden Konjugatesysteme gut zu erkennen. Fiir eine 50%-ige Enzym-
inaktivierung ist bei den 15Au-Rezap-AP-Konjugaten eine Bestrahlung von
etwa 45mJ /cm? erforderlich. Bei dieser Bestrahlung verbleiben bei den unspe-
zifischen 15Au-Mibl-Konjugaten dagegen noch iiber 86% aller AP-Molekiile
intakt; die Hsoy-Dosis betriigt hier etwa 101 mJ/cm?. Dieses Ergebnis besti-
tigt einerseits die Annahme einer Fraktion von ungebundenen Enzymen bei
den 15Au-Mibl-Konjugaten. Andererseits zeigt es, dass auch die ungebun-
denen Proteine bei hoher Bestrahlung inaktiviert werden. So ist die Restak-
tivitdt bei 15Au-Mib1+AP mit 41,8% erheblich geringer als die gemessene
Aktivitit im Uberstand der Kontrollen von 75% (siehe Abb. 4.2). Das hier
nur etwa die Héalfte der freien Enzyme intakt bleibt ist ein Hinweis auf einen

nicht-lokalen Schidigungsmechanismus.
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15Au+SAP und 15Au+p3-Gal. Zur Untersuchung der nicht-lokalen Wir-
kung, die von den erhitzten Nanopartikeln ausgeht, wurden die nicht-bindende
SAP sowie die kaum bindende S-Galactosidase in der 15Au-Lésung bestrahlt.
Um vergleichbare Enzymkonzentrationen bzw. Protein-zu-Goldpartikel-Rela-
tionen wie bei den 15Au-AP-Proben zu erhalten, sind die zugesetzten Prote-
inmengen jeweils so berechnet worden, dass immer zwischen 4 und 7 Enzyme
pro Goldpartikel in der Probenl6sung waren. Aufserdem wurden die Proben-
l16sungen nach dem Inkubieren mit dem Losungsmittel der Goldpartikel (wel-
ches durch Abzentrifugieren gewonnen wurde) auf eine optische Dichte von

0,4 verdiinnt, um Abschattungseffekte bei der Bestrahlung zu vermeiden.

Die Ergebnisse aus den Bestrahlungsexperimenten an 15Au+SAP und
15Au-+5-Gal sind in Abb. 4.17 und Tab. 4.7 dargestellt. Hierbei féllt auf, dass
die SAP-Molekiile selbst nach h6heren Bestrahlungen aktiv bleiben. Auch (-
Gal bleibt zuniichst bis etwa 55 mJ/cm? weitgehend intakt, um danach aber

rapide zu denaturieren. Hier liegt die Hsgo-Dosis bei 76 mJ/cm?.
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Abbildung 4.17. Enzymaktivitdt der ungebundenen Enzyme SAP (schwarz) und
B-Gal (rot) in der 15Au-Losung nach Bestrahlung mit 35 ps-Laserpulsen.
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| Probe | HsginmJ/em® [WinmJ/em®> | Rin% |
15Au SAP N/A 31,6(£4,4) | 82,2(£9,0)
15Aul5-Gal | 76,7(£10,7) | 39,7(£5,6) | 14,1(%L,06)

Tabelle 4.7. Ergebnisse aus den Bestrahlungsexperimenten (35 ps-Pulse) an unge-
bundenen Enzymen.

Mit AP-Molekiilen iibersittigte 15Au-Lésung. Fiir weitere Untersu-
chungen zu den nicht-lokalen Effekten wurden diverse Bestrahlungsexperi-
mente an mit Enzymen iibersittigten Goldlosungen (15nm Partikel) durch-
gefiihrt. Dazu sind die zu der Goldlosung zugegebenen Proteinmengen jeweils
so berechnet worden, dass das optimale Protein-zu-Goldpartikel-Verhaltnis
bei der Inkubation um definierte Werte iiberschritten wurde. Da die Gold-
partikel nur eine begrenzte Zahl an Proteinen binden konnen (siehe Tab.
4.1), wird hierdurch eine bestimmte Fraktion an ungebundenen Enzymen
in der Probenlosung erzeugt. Um eine gegenseitige Beeinflussung der freien
AP-Molekiile zu minimieren, wurden geringe Ubersiittigungen gewihlt. Nach
der Inkubation der Goldpartikellosungen mit den Enzymen wurden diese mit
Natriumphosphatpuffer auf eine optische Dichte von 0,4 verdiinnt. Fiir die
Bestimmung des freien Enzymanteils wurden die Proben unmittelbar vor den
Bestrahlungsexperimenten aufgeteilt. Wahrend der eine Teil dann bestrahlt
worden ist, wurde mit dem anderen Teil das Kopplungsverhéltnis mittels Ul-
trazentrifugation bestimmt (vgl. 4.1.2). Die Ergebnisse dieser kombinierten
Experimente sind in Abb. 4.18 und Tab. 4.8 vorgestellt.

Der Tabelle ist zu entnehmen, dass mit zunehmender Ubersiittigung der

Goldpartikell6sung mit Enzymen erwartungsgemifs auch immer mehr unge-

| & | Hso [mJ/em?] [ W [mJ /em?] | R [%] | Ap [%] | Ay [%] |
6 0,6(£1,7) | 15,5(£2,8) | 0,0(x1,5) | 80,5(%8,9) | 19,5(%2,2)
9 11,4(£2,0) | 17,7(£3,2) | 2,0(£L,6) | 73,5(%8, 1) | 26,5(%2,9)
12| 14,7(£2,6) | 20,5(£3,6) | 3,8(£2,1) | 68,9(<7,6) | 31, 1(£3,4)
14| 16,3(£2,9) | 20,6(£3,7) | 1,1(£3,2) | 68,0(£7,5) | 32,0(£3,5)

Tabelle 4.8. Ergebnisse aus den in Abb. 4.18 gezeigten Bestrahlungsdiagrammen
mit den entsprechenden Aktivititsverteilungen der freien Enzyme im Uberstand
(Ay) und der gebundenen Enzyme im Pellet (Ap).
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Abbildung 4.18. Ergebnisse aus den Bestrahlungsexperimenten (35 ps-Pulse) an
mit AP-Molekiilen iibersittigten 15Au-Losungen.

bundene Molekiile in der Probenlosung verbleiben. Wéhrend die Aktivitit
des Pellets bei 6 AP /Au noch iiber 80% betragt, wird bei 9 AP/Au nur noch
ein Anteil von 73,5% beobachtet, gefolgt von 68,9% bei 12 AP/Au. Nichts-
destotrotz hétten in den 14 AP/Au-Proben theoretisch hiéchstens 50% der
Enzyme binden diirfen. Dass hier trotzdem etwa 68% der Aktivitit von ge-
bundenen Proteinen herriihren, weist auf eine (zumindest teilweise) Bildung

mehrlagiger Proteinschichten auf den Partikeln hin.

Weiterhin ist an Tab. 4.8 und in Abb. 4.18 zu erkennen, dass alle Proben
eine sehr niedrige Restaktivitat von maximal 3,8% aufweisen. Selbst bei den
2-fach iiberséttigen Proben (14 AP/Au), bei denen rund 32% der Enzyme
ungebunden sind, ist ab ca. 50 mJ/cm? praktisch keine Enzymaktivitit mehr

nachweisbar.
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Abbildung 4.19. Ergebnisse aus den Bestrahlungsexperimenten (35 ps-Pulse) an
mit HRP-Molekiilen {iberséittigten 15Au-Goldlésungen.

Mit HRP-Molekiilen iibersittigte 15Au-Lésung. Analog zu den eben
beschriebenen Experimenten wurden auch Bestrahlungsexperimente an mit
HRP-Molekiilen iibersittigten 15Au-Losungen durchgefiihrt. Die Ergebnisse
daraus sind in Abb. 4.19 und Tab. 4.9 présentiert.

Die Diagramme zeigen im Prinzip das gleiche Verhalten wie bei den
AP-haltigen Proben in Abb. 4.18: Mit zunehmender Proteinmenge nimmt
der Hspy-Schwellenwert zu, und die charakteristische Schulter, die sich hier
bei etwa 20mJ/cm? ausbildet, verschiebt sich in Richtung hoherer Aktivi-
tat. Bei der Enzymaktivitdtsbestimmung der zentrifugierten Konjugate fiel
jedoch auf, dass die Kopplungseffizienz bei der HRP-Goldpartikel-Bindung
sehr hoch war. Nach Tab. 4.1 sind fiir eine vollstindige einlagige Bedeckung
der Partikeloberfliche rund 23 Enzyme pro Partikel erforderlich. Hierbei be-
triagt die Kopplungeffizienz 99,3%. Dass bei einem Verhéltnis von 52 HRP-
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Koy H50% [mJ/cmz] | W [mJ/cm?] | R (%] | Ap (%] | Ag [%] ]
o1 8(£2,2) | 25,9(%4,6) | L,0(£0,7) | 99,3(x10,9) | 0,7(%0, 1)
31 13 8(£2,5) | 26,7(%4,8) | 1,1(£L,5) 98 5(£10,8) | 1,5(£0,2)
1 16,0(£2,8) | 27,3(%4,9) | 1,6(xL,3) | 97,3(£10,7) | 2,7(£0,3)
52 32,4(%5,8) | 21,6(%£3,8) | 0,6(%2,0) 92 J4(%£10,2) | 7,6(=0,8)

Tabelle 4.9. Ergebnisse aus den in Abb. 4.19 gezeigten Diagrammen mit den dazu
gemessenen Aktivititsverteilungen der freien Enzyme im Uberstand (Ag) und der
gebundenen Enzyme im Pellet (Ap).

Molekiilen pro Goldpartikel noch iiber 92% der Enzyme an die Goldpartikel
binden, ist ein weiterer Hinweis fiir die Ausbildung von Protein-Multilayern
auf den Goldpartikeln. Nichtsdestotrotz verbleibt auch bei diesen Proben
ein Anteil an ungebundenen Proteinen von etwa 7,6%, die bei hoheren Be-
strahlungen ebenfalls inaktiviert werden. Dies bedeutet in Ubereinstimmung
mit den Ergebnissen aus den Bestrahlungsexperimenten an 15Au+3-Gal und
15Au-Mib1-+AP sowie den iibersittigten 15Au-AP-Proben, dass auch unge-
bundene Proteine — ausgenommen SAP — inaktiviert werden kénnen, wenn

die Bestrahlung hoch genug ist.

Bestrahlungsexperimente mit Radikalfingern. Die schidigende nicht-
lokale Wirkung der lasererhitzten Nanopartikel auf die freien Enzyme kann
nach den Ausfilhrungen in Abschnitt 2.3 verschiedene Ursachen haben. So
sind z. B. chemische Effekte durch solvatisierte Elektronen, die bei der Par-
tikelfragmentierung entstehen, erwihnt. Aufserdem werden in extrem heifsen
Wasserdampf, insbesondere an stark erhitzten Metallflichen, die als Kataly-
sator wirken konnen, H*- und OH®-Radikale infolge der thermischen Zerset-
zung des Wassers erzeugt [82, 137|. Um eine mogliche Schiadigung der Pro-
teine durch thermolytische Spaltprodukte des Wassers zu untersuchen, wur-
den den Proben vor den Bestrahlungsexperimenten verschiedene Mengen an
Cysteamin zugesetzt. Cysteamin kann als Radikalfinger zur Verminderung
biologischer Strahlenschiden (verursacht durch radiolytische Spaltprodukte
des Wassers) bei radioaktiver Exposition eingesetzt werden |138|. Wie in Ab-
schnitt 5.2 nochmal ausfiihrlicher beschrieben wird, bewirkt das Cysteamin

einen erheblichen Konkurrenzschutz, d.h. es fingt die schidlichen Radikale
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noch vor dem Erreichen der Enzyme ab. Je hoher die Cysteaminkonzentrati-
on ist und je grofer der Abstand zwischen der Quelle der Radikale und den
Proteinen ist, desto mehr Radikale konnen abgefangen werden.

Die Abstandsabhéngigkeit der lasererzeugten Proteininaktivierung unter
Cysteamin-Einfluss ldsst sich am besten im direkten Vergleich zwischen 15Au-
Rezap-AP und 15Au-Mib1+AP zeigen. In Abb. 4.20 sind die entsprechenden
Bestrahlungsdiagramme dargestellt. Es ist zu erkennen, dass sowohl bei den
15Au-Rezap-AP-Konjugaten (oben) als auch bei 15Au-Mib1+AP (unten) ei-
ne zunehmende Konzentration von Cysteamin eine zunehmende Inaktivie-
rungsresistenz bewirkt. Die Konzentrationen wurden dabei so gewéhlt, dass
das Cysteamin-zu-Enzym-Verhéltnis 1000:1, 10.000:1 oder 100.000:1 betrug.
Vor allem macht der Vergleich deutlich, dass das Cysteamin bei den ungebun-
denen (relativ weit von den Partikeln entfernten) AP-Molekiilen in den 15Au-
Mib1-Proben viel effizienter schiitzt. Ein weiteres Ergebnis aus diesen Experi-
menten ist, dass die Schutzwirkung von Cysteamin erst bei einer Bestrahlung
im Bereich von etwa 15-20mJ/cm? beginnt, bei geringeren Bestrahlungen

sind die Inaktivierungskurven mit und ohne Cysteamin praktisch gleich.
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Abbildung 4.20. Ergebnisse aus den Bestrahlungsexperimenten an 15Au-Rezap-
AP (oben) und 15Au-Mib1+AP (unten) mit einer Cysteaminkonzentation von 0 pM
(schwarz, Kontrollen), 3uM (griin), 30 uM (blau) und 300 pM (rot). Die Partikel-
und AP-Konzentrationen betrugen jeweils 1 nM bzw. 3nM. Die Messpunkte ent-
sprechen den Mittelwerten von je zwei Proben (zur besseren Ubersicht wurden die
Fehlerbalken weggelassen). Die durchgezogenen Linien sind einfache Splines durch
die Messwerte, die eine Zuordnung fiir den Betrachter verbessern sollen.
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4.2.2 Bestrahlung mit Nanosekundenpulsen

Au-AP mit BSA-Stabilisierung. Analog zu den Experimenten mit den
Pikosekundenpulsen, wurden zuerst die BSA-stabilisierten 6-, 15- und 30Au-
AP-Konjugate mit den glatten gaukférmigen (geseedeten) Laserpulsen, wie
sie im oberen Teil in Abb. 3.9 dargestellt sind, bestrahlt. Die Ergebnisse aus
diesen Bestrahlungsexperimenten sind in Abb. 4.21 und Tab. 4.10 dargestellt.

Das Diagramm zeigt, dass auch bei Nanosekundenpuls-Bestrahlung die
proteininaktivierende Wirkung der lasererhitzten Partikel mit zunehmender
Teilchengrofte zunimmt. Insbesondere ist der Unterschied zwischen den 6Au-
und den 15Au-Konjugaten wieder am groften. Aufserdem bestétigt der Ver-
gleich mit den mit 35 ps-Pulsen bestrahlten identischen Proben (siche Abb.
4.12) die Erwartung aus Abschnitt 2.1.3, dass bei 8,8ns-Pulsen aufgrund
der Wirmeleitung erheblich hohere Bestrahlungen fiir die gleiche Enzymin-
aktivierung erforderlich sind. So benotigen die 6Au-AP Konjugate fiir eine
50%-ige Proteininaktivierung eine Bestrahlung von 797 mJ/cm?. Die 15- und

30Au-AP-Konjugate erfordern fiir die gleiche Schadigung dagegen 285,7 bzw.
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Abbildung 4.21. Verbleibende Enzymaktivitdt von BSA-stabilisierten Au-AP-
Konjugaten nach Bestrahlung mit geseedeten 8,8 ns-Pulsen.
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| Probe | Hsoy, [mJ /em?| | W [mJ/em?] | R[%] |
GAu-AP (1 BSA) | 797, 0(£141,9) N/A 45+ (2,7
15Aw-AP (1BSA) | 285,7(50,7) | 174,0(£31,0) | 8,8 £ (2,8)
30Au-AP (1 BSA) | 102,6(£18,3) | 66,9(£11,9) | 6,2+ (1,8)

Tabelle 4.10. Ergebnisse aus den Bestrahlungsexperimenten (8,8 ns-Pulse) an
BSA-stabilisierten Au-AP-Konjugaten.

102,6 mJ /cm?.

Weiterhin ist in Abb. 4.21 wieder die charakteristische Schulter im Kur-
venverlauf von 15- und 30Au-AP zu erkennen, deren Wendepunkt aus den
Fitkurven zu 174 mJ /¢cm? bzw. 66,9 mJ /cm? berechnet wurde. Schlieflich fillt
beim Vergleich der Tabellen 4.10 und 4.3 auch noch auf, dass die Restaktivi-
taten bei den mit 8,8 ns-Pulsen bestrahlten Proben allesamt etwas héher als

bei den ps-Experimenten sind.

Au-AP ohne BSA-Stabilisierung. Als néchstes sind in Abb. 4.22 und
Tab. 4.11 die Ergebnisse aus den Nanosekunden-Bestrahlungsexperimenten
an unstabilisierten Au-AP-Konjugaten zusammengefasst. Beim Vergleich mit
den stabilisierten Proben in Abb. 4.21 fillt vor allem wieder die erhebliche
Schutzwirkung durch die BSA-Molekiile auf. So ben6tigen die unstabilisierten
Konjugate nur etwa die Hélfte der Bestrahlung fiir die gleiche Inaktivierung.
Fiir eine 50%-ige Enzyminaktivierung sind bei 6Au-AP nun 406,6 mJ/cm?,
bei 15Au-AP 129,7mJ/cm? und bei 30Au-AP nur noch 71,4mJ/cm? nétig.
Bemerkenswert ist aufserdem die niedrige Restaktivitdt bei allen drei Parti-

kelgrofen, die ohne BSA-Stabilisierung praktisch null wird.

| Probe | Hsoy [mJ/cm?| [ W [mJ/em?] | R [%] |
GAWAP | 406,6(L£72,4) N/A 0,0 £ (2,5)
15Au-AP | 129,7(+23,1) | 121,7(%21,8) | 0,2+ (1,0)
30AwAP | 7L 4(£12,7) | 69,6(£12,4) | 0,1 % (0,4)

Tabelle 4.11. Ergebnisse aus den Bestrahlungsexperimenten an unstabilisierten
Au-AP-Konjugaten.
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Abbildung 4.22. Enzymaktivitit von unstabilisierterten Au-AP-Konjugaten nach
Bestrahlung mit geseedeten 8,8 ns-Pulsen.

Geseedete und ungeseedete Laserpulse — Temperaturrechnungen
fiir 15Au. Zeitlich glatte gaukformige Nanosekundenpulse sind technisch
nur aufwindig zu erzeugen. Normalerweise werden die Laser mit mehreren
longitudinalen Moden betrieben, die statistisch interferieren und zu sehr ho-
hen Spitzenleistungen fiihren. Dass unterschiedliche Enzyminaktivierungen
bei Bestrahlung mit geseedeten und ungeseedeten Laserpulsen erwartet wer-
den konnen, zeigen die in Abb. 4.23 dargestellten Temperaturrechnungen am
Beispiel der 15Au-Partikel. Die beiden Kurven wurden durch Faltung der in
Abb. 3.9 gezeigten normierten zeitlichen Laserpulsformen mit Gl. 2.19 unter
Verwendung der Gl. 2.15 erhalten. Die Simulationen zeigen, dass die Spikes
der ungeseedeten Laserpulse kurzzeitig deutlich héhere Spitzentemperaturen
im Partikel erzeugen. Dieser Effekt wird jedoch bereits in 5nm Abstand er-
heblich reduziert, weil das Wasser aufgrund seiner hohen Wiarmekapazitit

eine stark ausgleichende Wirkung hat.
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Abbildung 4.23. Temperaturentwicklungen bei Bestrahlung von 15nm Goldpar-
tikeln in Wasser mit gaukformigen (geseedeten) Pulsen (oben) und (ungeseedeten)
Pulsen, die starke Leistungsschwankungen aufweisen (unten). Die Temperaturent-
wicklung des Partikels ist in Rot dargestellt und die in 5, 10 und 15nm Abstand

in Schwarz, Blau und Griin.
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Geseedete und ungeseedete Pulse — Bestrahlung von Au-AP. Als
letztes sollen in diesem Abschnitt noch die Ergebnisse aus den Bestrahlungs-
experimenten an unstabilisierten Au-AP-Konjugaten mit den ungeseedeten
8,7ns-Pulsen prisentiert werden, beschrieben durch die roten Messpunkte
und Fitkurven in Abb. 4.24. Um die Unterschiede zu den durch die glatten
Pulse erzeugten Inaktivierungen aufzuzeigen, sind die entsprechenden Mess-
daten aus Abb. 4.22 nochmal direkt in Schwarz gegeniibergestellt. Die aus
den Fitkurven ermittelten Werte sind in den Tabellen 4.11 und 4.12 zusam-

mengefasst.

| Probe | Hsoy [mJ/cm?| [ W [mJ/cm?] | R [%] | Hy [mJ/cm?] |
GAWAD | 463,9(£82,6) | 222,0(%£39,5) | 30,0 = (18,0) | 158,0(%28,0)
15Au-ADP | 136,2(%24,2) | 208,7(£37,2) | 2,0 (L,9) | 135,4(£24,0)
30AwAP | SL8(£14,4) | 83, 7(£14,9) | L2+ (L,1) | 69,5(£12,4)

Tabelle 4.12. Ergebnisse aus den Bestrahlungsexperimenten mit ungeseedeten
8,7 ns-Pulsen an unstabilisierten Au-AP-Konjugaten. Zusétzlich ist in dieser Tabel-
le noch die charakteristische Schwellenbestrahlung Hr aufgefiihrt, ab der die roten
und schwarzen Fitkurven in Abb. 4.24 jeweils auseinanderlaufen.

Die Bestrahlungsdiagramme zeigen, dass bei allen drei Partikelgréften ab
einer bestimmten Bestrahlung Hp die Inaktivierung durch die geseedeten
Laserpulse geringfiigig grofer bzw. effektiver ist. Dieser Effekt scheint kein
Artefakt oder systematischer Fehler zu sein, da die Bestrahlungsexperimente
mit geseedeten und ungeseedeten Pulsen immer abwechselnd durchgefiihrt
und dabei die Laserstrahlparameter sorgfiltig iiberwacht wurden. Auferdem
scheinen die Schultern bei der geseedeten und ungeseedeten Laserinaktivie-
rung bei der gleichen Bestrahlung, die mit Hp weitgehend iibereinstimmt, zu

beginnen, wobei die Schultern der roten Kurven deutlich ausgeprégter sind.
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Abbildung 4.24. Vergleich der Inaktivierung von 6-, 15- und 30Au-AP-
Konjugaten nach Bestrahlung mit geseedeten (schwarze Messpunkte) und ungesee-
deten (rote Messpunkte) Laserpulsen. Die insgesamt 10 Bestrahlungsexperimente
wurden immer abwechselnd im geseedeten und ungeseedeten Modus des Nd:YAG-
Lasers durchgefiihrt.
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4.3 Langzeit-Temperaturdenaturierung

Denaturierung von AP und HRP bei 70°C. Um ein Bild davon zu
bekommen, ob und wie sich die Kopplung von AP und HRP an die Goldpar-
tikel mit und ohne Zugabe von BSA-Molekiilen auf die temperaturabhingige
Denaturierung der Enzyme auswirkt, wurden jeweils 4 verschiedene Proben
gleichzeitig in einem auf 70 °C erwdrmten Wasserbad fiir definierte Zeiten er-
wéarmt und sofort danach in einem 0°C kalten Wasserbad wieder abgekiihlt.

Als Proben wurden

1. unstabilisierte 15Au-AP- und 15Au-HRP-Konjugate,
2. mit 100 BSA-Molekiilen pro 15Au-AP/HRP stabilisierte Konjugate,
3. freie AP/HRP-Molekiile und

4. freie Enzyme mit einer zur Probe 2 identischen BSA-Konzentration

in Natriumphosphatpuffer verdiinnt (Partikelkonzentration 1 nM) und dann
erwarmt.

Abb. 4.25 zeigt die aus diesen Experimenten erhaltenen Ergebnisse. Die
Messdaten, die der verbleibenden relativen Enzymaktivitdt A(¢) nach der
Heizdauer ¢ entsprechen, wurden mit einer exponentiellen Zerfallsfunktion
A(t) = exp(—at) angepasst, wobei « die aus dem Fit ermittelte Zerfalls-
konstante ist. In Tab. 4.13 sind die so erhaltenen Zerfallskonstanten und

Halbwertszeiten zusammengefasst.

| Probe \ a [1/s] | Tipls] ]
15Au-AP 0,01034(+£0, 00062 67,0(£4,0)
15Au-AP+BSA | 0,00588(+£0,00022) | 117,9(44,4)

( )
( )

AP 0,00694(%0,00022) | 99,9(+3, 2)
AP-+BSA 0,00628(%0, 00035) | 110, 4(%6, 2)
15Au-HRP | 0,01115(£0,00045) | 62, 2(£2,5)

( )
( )
( )

15Au-HRP+BSA | 0,00447(%£0,00021) | 155, 1(£7,2)
HRP 0,00726(%0,00048) | 95,5(+6,3)
HRPBSA | 0,00398(£0,00027) | 174, 2(£11, 8)

Tabelle 4.13. Fitparameter aus den Messpunkten in Abb. 4.25 sowie die daraus
berechneten Halbwertszeiten 77 /5 bei der thermischen Denaturierung bei 70 °C.
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Abbildung 4.25. Thermische Denaturierung von verschiedenen AP- (oben) und
HRP-Systemen (unten) bei 70 °C. Die Fitkurven der BSA-haltigen Proben sind als
gestrichelte Linien dargestellt, die der BSA-freien Proben als durchgezogene Linien.

Insgesamt zeigen die Inaktivierungkurven, dass die an die Goldpartikel
gebundenen Enzyme erheblich schneller thermisch denaturieren als die frei-
en Enzyme. Dies gilt allerdings nur fiir die Proben ohne BSA-Zusatz. So-
bald BSA dazugegeben wird, sind die Denaturierungsraten der 15Au-Enzym-
Konjugate vergleichbar oder sogar geringer als die der BSA-freien ungebun-
denen Enzyme. Demnach wirkt das BSA der temperaturbedingten Denatu-
rierung der Proteine entgegen. Auferdem fallt in Abb. 4.25 auf, dass die
BSA-Molekiile die ungebundenen HRP-Molekiile sehr effektiv vor einer ther-
mischen Denaturierung schiitzen. Bei freier AP ist dieser Schutzeffekt nur

schwach ausgepragt; die Halbwertszeit verlingert sich hier nur um 10%.
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Diskussion

5.1 Voruntersuchungen

Keine direkte Proteinschidigung durch Ein- oder Zwei-Photonen-
Absorption bei 527 bzw. 532nm. Wie Abb. 4.1 zeigt, trat eine direkte
Photoschédigung der Proteine aufgrund ihrer geringen Lichtabsorption bei
527nm nicht auf. Dies wurde durch die Bestrahlungsexperimente an freien
Proteinen mit 35 ps-Pulsen bis zu einer Bestrahlung von 100—110 mJ/cm?
nachgewiesen. Auferhalb der Fehlergrenzen ist hier keine signifikante Aktivi-
tatsreduktion zu erkennen. Bei Bestrahlungsexperimenten mit 6 ns-Pulsen be-
obachtete RADT auch nach hohen Bestrahlungen von 1000 mJ/cm? noch kei-
ne Inaktivierung von freien Enzymen [16]. Dies wurde auch durch in dieser Ar-
beit durchgefiihrte Experimente mit 8,8 ns-Pulsen bestitigt. Somit ldsst sich
feststellen, dass eine nennenswerte Inaktivierung der verwendeten Enzyme in-
folge einer direkten Schidigung durch Ein- oder Zwei-Photonen-Absorption

bei den in dieser Arbeit verwendeten Bestrahlungsparametern nicht auftritt.

15 nm Partikel bilden die stabilsten Konjugate. Fiir die Anfertigung
der verschiedenen Konjugate wurden zahlreiche Kopplungsversuche, wie sie
in Abschnitt 3.1.2 beschrieben sind, mit allen Kombinationen von Partikel-
grofen und Enzymen durchgefiihrt. Dabei hatte sich immer wieder gezeigt,

dass die 15nm Partikel die stabilsten Konjugate bilden. So liefen sich bis

137
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auf $-Gal und SAP alle Proteine mit den 15 nm Partikeln dauerhaft koppeln,
wobei deren biologische Funktion iiber Wochen weitestgehend erhalten blieb.

Zwar liefen sich auch die 6 und 30 nm Partikel mit AP und — zumindest
kurzfristig — mit HRP konjugieren; diese Proben, insbesondere die ohne BSA-
Stabilisierung, waren jedoch nach wenigen Stunden bis Tagen nicht mehr fiir
die Experimente geeignet. Dabei waren die Effekte, welche die Proben un-
brauchbar gemacht hatten, unterschiedlich. Die 6Au-AP-Konjugate blieben
enzymatisch aktiv, neigten aber zur Verklumpung infolge einer vielfachen Ag-
gregation. Bei den 30Au-AP-Konjugaten wurde dagegen nach wenigen Tagen
fast keine Aktivitdt mehr in den Proben gemessen. Bei den 6- und 30Au-HRP-
Konjugaten trat bereits nach wenigen Stunden eine erhebliche Aggregation
auf. Eine Ubersicht iiber die Bindungsstabilitit aller hergestellten Konjugate
ist in Tab. 5.1 gezeigt.

’ Protein \ 6Au \ 15Au \ 30Au ‘

AP + [ ++ | +
HRP + ++ O
B-Gal - - -
SAP - - -
Mib-1 ++
Rezap ++

Tabelle 5.1. Stabilitdt der hergestellten Konjugate. ++ sehr gute Stabilitdt, +
gute Stabilitdt, O befriedigende Stabilitit, — Konjugate konnten nicht hergestellt
werden.

Die Neigung der 6Au-AP-Konjugate zur Aggregation lésst sich gut durch
das in Tab. 4.1 beschriebene niedrige Protein-zu-Partikel-Verhé&ltnis von nur
1,4:1 erklaren. Demnach kommt auf die Mehrzahl der Goldpartikel jeweils
nur ein einziges Enzym. Durch geometrische Uberlegung lisst sich daraus
schliefsen, dass bei den BSA-freien Proben Flichenanteile des Goldpartikels
ungeschiitzt verbleiben, was zu Anlagerungen (sieche Abb. 3.6 b) fiihren kann.
Hinzu kommt, dass die Partikelkonzentration bei den 6Au-Konjugaten bei
gleicher OD etwa 16-mal hoher ist als bei den 15Au-Konjugaten, was die
Wahrscheinlichkeit fiir eine Wechselwirkung zwischen den Konjugaten erhoht.

Die Anlagerung von 6Au-AP-Konjugaten untereinander konnte auch ei-
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Abbildung 5.1. Modellvorstellung bei der direkten Kopplung von 6 Au und einem
AP-Monomer.

ne Erklarung fiir den starken Aktivitatsverlust sein, der nach der Kopplung
von 6Au und AP beobachtet wurde (siche Abb. 3.2). So kénnten die aktiven
Zentren bzw. Substratbindungsstellen der Enzyme innerhalb der 6Au-AP-
Komplexe durch gegenseitige Beeinflussung der Konjugate behindert werden.
Auferdem ist vorstellbar, dass die Goldpartikel bevorzugt in der Néhe des
aktiven Zentrums der AP-Monomere binden, denn die kationischen Bereiche
des Proteins sind dort besonders ausgeprigt (siehe Abb. 3.1). Werden die
Grofenverhéltnisse von 6Au und AP beriicksichtigt, konnte sich z. B. das in
Abb. 5.1 schematisch dargestellte System ergeben. Nach diesem Modell konn-
te das elektrostatische Feld des Goldpartikels die Proteinstruktur nahe des
aktiven Zentrums etwas verzerren oder das Enzym zumindest in seiner Dy-
namik einschrinken. Moglicherweise verdeckt das Partikel auch (zumindest
teilweise) die Substratbindungsstelle.

Bei den 30Au-Konjugaten war wahrscheinlich eine eher schwache elektro-
statische Bindung der Enzyme an die Oberfliche der groferen Goldnanopar-
tikel fiir deren eingeschrinkte Stabilitidt verantwortlich. Auf eine verminderte
Bindungsstarke kann aus den Beobachtungen wéihrend einiger Kopplungsex-
perimente geschlossen werden. So traten bei den Konjugationsversuchen von
30Au mit HRP und $-Gal die in Abb. 3.7 illustrierten Farbumschlige nach
Zugabe der NaCl-Losung trotz hoher Proteinmengen (mehrfache Ubersitti-
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gung) und Optimierung des pH-Wertes auf. Der Aggregationsprozess nach
NaCl-Zugabe verlief bei HRP zwar erheblich langsamer als bei S-Gal; grund-
sitzlich konnte die Aggregation aber nicht verhindert werden.

Einen weiteren Hinweis auf eine verminderte Bindungsstirke bei den
30Au-Konjugaten gibt die praktisch gleich bleibende Enzymaktivitit von
AP nach der Bindung an die 30Au-Partikel (sieche Abb. 3.2). Wiahrend bei
15Au-AP und vor allem bei 6Au-AP ein Verlust der Enzymaktivitdt nach
der Konjugation registriert wurde, war dieser Effekt bei 30Au-AP nicht zu
erkennen. Moglicherweise iiben die 30 nm Partikel eine geringere elektrosta-
tische Anziehung auf die gebundenen Proteine aus und kénnen daher keine
verzerrten Proteinstrukturen bewirken. Es ist aber auch denkbar, dass die
Proteine aufgrund der Grofe der 30Au-Partikel keine Strukturédnderungen in
der Nahe der aktiven Zentren erfahren.

Schlieflich fillt bei der Betrachtung der Werte in Tab. 4.1 auf, dass die
30 nm Partikel etwa dreimal mehr AP-Molekiile binden als die 15 nm Partikel.
Das Verhéltnis ihrer Oberflichen betrigt allerdings 4:1. Theoretisch hitten
die 30Au-Partikel also 7 weitere Proteine aufnehmen konnen. Dass die Gold-
partikel insgesamt weniger Proteine binden als erwartet, kann als ein weiteres
Indiz fiir eine geringere Bindungsstirke aufgefasst werden.

Insgesamt hat sich gezeigt, dass 15Au-Partikel am besten fiir die Her-
stellung von stabilen Goldpartikel-Protein-Konjugaten geeignet sind. Diese
Beobachtung wurde auch von RAHMANZADEH gemacht [124].

Schmelzen von 15Au bei Bestrahlungen zwischen 13,4 — 24,7 mJ /cm?.
Die TEM-Aufnahmen (siche Abb. 4.7) zeigen, dass bei einer Bestrahlung
von 13,4mJ/cm? (35 ps-Pulse) noch keine Veréinderung der sichtbaren Parti-
kelcharakteristik (Form und Verteilung) auftritt. Bei der Aufnahme der mit
24,7mJ/cm? bestrahlten Probe ist dann eine Aggregation der Partikel zu
groferen Komplexen zu erkennen. Auferdem sind die Partikel nach dieser
Bestrahlung deutlich runder geworden, was auf ein Aufschmelzen hindeutet.
Nach den TEM-Untersuchungen findet ein formverdndernder Schmelzprozess
also in einem Fluenzbereich zwischen 13,4 und 24,7mJ/cm? statt.

Einerseits iiberrascht dieses Ergebnis ein wenig, da nach den Temperatur-
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rechnungen fiir 15Au und 35ps (sieche Abb. 2.4) bei einer Bestrahlung von
13,4mJ/cm? eine Spitzentemperatur bis deutlich iiber den Schmelzpunkt von
Gold (1064 °C) hinaus im Partikel erzeugt wird. Andererseits dauert hierbei
die Temperaturerhéhung um iiber 1000°C insgesamt nur weniger als 60 ps.
Dieser sehr kurzzeitige Temperatursprung reicht wahrscheinlich nicht fiir ein
formverdnderndes Aufschmelzen des Partikels aus. Hinzu kommt, dass mit
dem FEinsetzen des Schmelzvorgangs, der nach den Erlduterungen in Ab-
schnitt 2.2.2 sogar deutlich unterhalb von 1064 °C liegt, ein Teil der absor-
bierten Laserpulsenergie erst fiir die latente Schmelzwirme (Gold: 63kJ/kg)
aufgewendet werden muss, bevor das (dann aufgeschmolzene) Partikel noch
weiter erhitzt wird. Die hierzu notwendige Bestrahlung betréigt bei allen drei
Partikelgrofen ca. 1,3 mJ/cm?. Zusitzlich sinkt beim Aufschmelzen der Parti-
kel die Absorption um bis zu 75% ab, was einer weiteren Temperaturerh6hung

ebenfalls entgegenwirkt [20, 38].

Erwarteter Schmelzbeginn von 15Au bei 4,3 mJ/cm?. Mit dem Ein-
setzen des Schmelzprozesses wirken also gleich mehrere Effekte einer weiteren
Temperaturerhohung des Partikels entgegen. Daher sind die in Abb. 2.4 ge-
zeigten Temperaturrechnungen ab dem Schmelzpunkt nicht mehr giiltig. Fiir
den tatsdchlichen Beginn eines Aufschmelzens einer diinnen fliissigen Gold-
schicht um den kristallinen Kern des Teilchens wird nach PLECH et al. eine
Temperaturerhhung von iiber 529°C benotigt (vgl. Abschnitt 2.2.2) [29].
Dies entspricht bei 35 ps-Pulsen nach den Temperaturrechnungen fiir 15Au
einer Bestrahlung von nur 4,3mJ/cm?, was auch gut mit den Ergebnissen
von PUSTOVALOV iibereinstimmt (siche Abb. 2.13). Es ist also oberhalb ei-
ner Bestrahlung von 4,3mJ/cm? mit dem Einsetzen des Schmelzens der 15

nm Goldpartikel zu rechnen.

Beginn der Partikelaggregation zwischen 13,4 und 18,1 mJ/cm?.
In Abb. 4.6 ist zu erkennen, dass die Absorptionsspektren der Konjugate bis

zu einer Bestrahlung von 9,6 mJ/cm?

sehr dhnlich sind. Zwischen 9,6 und
18,1mJ/cm? tritt dann eine Abnahme sowie eine Verschiebung des Absorp-

tionsmaximums zu kiirzeren Wellenldngen auf (sieche Abb. 5.2).
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Abbildung 5.2. Anderungen des Absorptionsmaximums von 15Au-HRP nach Be-
strahlung mit 35 ps-Pulsen. Die Abnahme des Absorptionsmaximums ist in Rot und
seine Verschiebung in Schwarz dargestellt. Die Daten sind der Abb. 4.6 entnommen.

Eine Proteinhiille um das Goldpartikel resultiert in einer leicht erhohten
Brechzahl des umgebenden Mediums und bewirkt damit eine wenige Nano-
meter grofe Verschiebung des Absorptionsmaximums zu gréferen Wellenlén-
gen (Rotverschiebung) [139, 140]. Verschiebt sich die Absorption dagegen
zu kleineren Wellenléngen, kann im Umkehrschluss gefolgert werden, dass ge-
bundene Proteine abgeldst wurden. Ohne die schiitzende Proteinhiille kénnen
sich die Partikel zu Komplexen verbinden und bei hinreichender Bestrahlung
bzw. Temperatur sogar zusammenschmelzen. Wegen des Verlustes der Plas-
monenresonanz der aggregierten Partikel wird eine Abnahme der Absorption
der Probe beobachtet, was die Abbildungen 4.6 und 5.2 ebenfalls zeigen.

Die Annahme einer Partikelaggregation wird durch die TEM-Aufnahmen
(siehe Abb. 4.7) der mit 24,7mJ/cm? bestrahlten Probe bestitigt. Hier zeigt
sich eine Zusammenlagerung der Partikel zu gréferen Komplexen. Eine Be-

strahlung mit 94 mJ/cm? bewirkt sogar eine Verschmelzung der Partikel. Bei
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der mit 13,4mJ/cm? bestrahlten Probe ist dagegen noch keine Aggregation
erkennbar. Werden die Ergebnisse aus den TEM-Untersuchungen und den
Absorptionsmessungen kombiniert, kann geschlussfolgert werden, dass der

Aggregationsprozess im Bereich zwischen 13,4 und 18,1 mJ/cm? einsetzt.

Korrelation zwischen Partikelaggregation und -schmelzen. Anschei-
nend steht die Aggregation der Partikel im Zusammenhang mit ihrem Schmel-
zen; zumindest treten beide Phinomene im selben Fluenzbereich auf. Es ist
vorstellbar, dass die anionischen Goldpartikel durch das Aufschmelzen einen
Teil ihrer Oberflichenladung verlieren und dadurch einen effektiven Ladungs-
verlust erleiden, was die Stabilitdat der elektrostatischen Bindung mit den
Proteinen reduzieren wiirde |57, 141, 142|. Andererseits konnten die Enzyme
auch durch die Kavitationsblasen abgelost werden, z. B. durch die hydrome-
chanischen Krifte, die bei Blasenexpansion und -kollaps entstehen. Mdogli-
cherweise treten beide Effekte auch kombiniert auf, denn Blasenbildung und
Schmelzen beginnen ja bei dhnlichen Fluenzen (siehe Abschnitt 2.2.2) |26].

Fragmentierung von 15Au zwischen 55 und 64,5 mJ/cm?. Die Schwel-
le fiir die Partikelfragmentierung konnte aus den TEM-Untersuchungen be-
stimmt werden. So zeigt Abb. 4.7, dass bei einer Bestrahlung mit 64,5 mJ/cm?
nur sporadisch Goldpartikelfragmente entstehen, die statistisch kaum zu er-
fassen sind (siehe Abbildungen 4.8 und 4.9). Demnach muss die Schwelle fiir
die 15Au-Fragmentierung etwas unterhalb dieser Marke liegen. Dieses Ergeb-
nis passt gut zu der von RADT angegebenen Fragmentierungsbestrahlung
von 55mJ/cm? |16]. Entsprechend ist mit einer Fragmentierung von 15Au

ab Bestrahlungen von ca. 55— 64,5mJ/cm? zu rechnen.

Proteinfragmentierung zwischen 56 und 72 mJ/cm?. Als weitere Ur-
sache fiir die Aggregation der Goldpartikelkonjugate wurden zunéchst frag-
mentierte Proteine in Betracht gezogen, die zur Aggregation mehrerer Na-
nopartikel infolge einer Aggregation der Proteinfragmente fiihren konnten.
Um dies zu untersuchen, wurden chromatographische Aufnahmen von be-

strahlten Konjugaten angefertigt (exemplarisch gezeigt in den Abbildungen
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4.10 und 4.11). Dabei stellte sich unter Zuhilfenahme verschiedener Farbe-
methoden heraus, dass die gekoppelten Antikorper erst nach Bestrahlungen
zwischen 56 und 72mJ/cm? fragmentierten. Dagegen waren bei den mit bis
zu 41mJ/cm? bestrahlten Proben, bei denen bereits eine deutliche Partikel-
zusammenlagerung beobachtet wurde, noch keine Anzeichen einer Protein-
zerstorung zu erkennen. Das spricht gegen eine Partikelaggregation infolge

einer Verklebung durch Proteinfragmente.

Korrelation zwischen Protein- und Partikelfragmentierung. Der
Vergleich der Schwellen fiir die Partikel- und Proteinfragmentierung lasst ver-
muten, dass entweder die Proteine durch den Fragmentierungsprozess selbst,
oder die Partikel und Enzyme gleichzeitig, eventuell durch denselben Effekt,
zerstort werden. Letzteres konnten starke hydromechanische Kréifte sein, die
bei Blasenexpansion und -kollaps auftreten. Was dagegen beim Fragmentie-
rungsprozess selbst die Proteine zerstéren konnte, ist unklar. Hier kommen
moglicherweise chemische Reaktionen in Frage. So berichten GRUA et al. und
YAMADA et al. von thermischen und photoelektrischen Elektronenemissionen
aus lasererhitzten Goldnanopartikeln [57, 142]. Die dadurch entstehenden sol-
vatisierten Elektronen konnten die Proteine chemisch beeinflussen. Schliefslich
ist aber auch denkbar, dass die Goldfragmente beim Fragmentierungsprozess
eine gewisse kinetische Energie erhalten und dadurch die Proteine zerstéren
[10, 57|. Dieser Effekt konnte dann durch die Kavitationsblasendynamik noch

verstarkt werden.

Kurziibersicht iiber die zu erwartenden Effekte. In Abb. 5.3 sind
die aus den Voruntersuchungen erhaltenen Informationen iiber die mit 35 ps-
Pulsen bestrahlten 15Au-Partikel zusammengefasst. Oberhalb von 4,3 mJ /cm?
kann mit dem Beginn des Partikelschmelzens gerechnet werden. Ein Auf-
schmelzen und eine Partikelaggregation werden ab 13,4 mJ/cm? erwartet. Ab
55mJ/cm? tritt dann schlieflich eine Fragmentierung von Goldpartikeln und

Proteinen auf.
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Abbildung 5.3. Ubersicht der Resultate aus den Voruntersuchungen (15Au, 35 ps-
Pulse).

5.2 Bestrahlung mit Pikosekundenpulsen

Fiir die Deutung der Ergebnisse aus den Bestrahlungsexperimenten ist es
wichtig, die zur jeweiligen Proteininaktivierung gehorende maximale Partikel-
temperatur zu kennen. Da die Partikeltemperaturen nicht direkt gemessen
werden konnten, miissen die in Abb. 2.4 gezeigten Temperaturrechnungen
fiir eine entsprechende Abschitzung herangezogen werden. Wie allerdings
bereits erldutert wurde, sind die Temperaturrechnungen spétestens ab dem

Erreichen des Schmelzpunktes der Partikel nicht mehr zuverlissig.

15Au-Partikel sind am effizientesten fiir die NALI. Als erstes sollen
die in Abb. 4.13 gezeigten Messungen an unstabilisierten Au-AP-Konjugaten
betrachtet werden. Nach linearer Umrechnung der darin angegebenen Be-
strahlungen in maximale Partikeltemperaturen wird das in Abb. 5.4 gezeigte
Diagramm erhalten. Hierin ist zu erkennen, dass die 15Au-Partikel beziig-
lich der Temperaturen am effizientesten fiir die NALI sind (vorausgesetzt die
Temperaturrechnungen sind bis zumindest 1000 °C néherungsweise richtig).
Auferdem wird an dem Diagramm sichtbar, dass das Erreichen der Nuklea-
tionsschwelle (blaue Vertikale) keinen signifikanten Einfluss auf die Enzym-
inaktivierung hat. Bestenfalls wird hier bei den 15Au-AP-Konjugaten eine
5-10%-ige Enzyminaktivierung registriert, was aber noch innerhalb der Feh-

lertoleranzen liegt. Eine deutliche Abnahme der Enzymaktivitdt von 15Au-
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Abbildung 5.4. Enzymaktivitit von unstabilisierten 6-, 15- und 30Au-AP-
Konjugaten in Abhéngigkeit von der berechneten Partikelspitzentemperatur. Das
korrespondierende Bestrahlungsdiagramm ist in Abb. 4.13 dargestellt. Die vertikale
blaue Line bei AT = 289K markiert den spinodalen Punkt von Wasser, ab dem
Kavitationsblasenbildung auftreten muss (bezogen auf eine absolute Umgebungs-
temperatur von 20°C). Oberhalb der gestrichelten roten Linie bei AT = 529K
kann ein partielles Aufschmelzen des Partikels beginnen. Die durchgezogene rote
Vertikale markiert den Schmelzpunkt von massivem Gold (AT = 1044 K).

AP um ca. 30% ist dann erst im Bereich des Schmelzpunktes von massivem
Gold (durchgezogene rote Vertikale) zu verzeichnen. Die 6- und 30Au-AP-
Konjugate bendtigen fiir eine d&hnliche Inaktivierung sogar noch héhere Tem-
peraturen. Fiir eine 50%-ige Inaktivierung von 6-, 15- und 30Au-AP erge-
ben sich nach Tab. 4.4 rechnerisch Partikeltemperaturen von 2908, 1502 und
2272 °C, welche allesamt deutlich {iber dem Schmelzpunkt der Partikel liegen,

bis zu dem die Temperaturrechnungen realistische Ergebnisse liefern.

Keine thermische Inaktivierung. Die in Abschnitt 2.3.2 ausgefiihrte
Berechnung nach Gl. 2.33 zeigt, dass fiir eine temperaturinduzierte 50%-

ige AP-Inaktivierung bei einer Umgebungstemperatur von 300 °C eine Ex-
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positionszeit von etwa 1,8 ns erforderlich ist. Diese Heizdauer kann mit den
35 ps-Pulsen jedoch nicht ansatzweise erreicht werden; auch nicht, wenn die
Abkiihlzeit mit beriicksichtigt wird (z.B. bei 15Au: 7 ~ 90 ps von T4, auf
0,37 T' oz )- Denn wegen der exponentiellen Abhéngigkeit der Denaturierungs-
raten von der Temperatur, tragt nur ein kleiner Bereich um die Spitzentem-
peratur nennenswert zum Schiadigungsintegral Gl. 2.33 bei. Auferdem wurde
im Abschnitt 2.3.2 bereits dargelegt, dass die kiirzesten Entfaltungszeiten
bereits oberhalb von etwa 260 ps liegen [70]. Eine irreversible rein thermische
Denaturierung der Proteine durch die ultrakurzen ps-Pulse ist daher dufierst
unwahrscheinlich. Daran dndert auch die in Abschnitt 4.3 gezeigte Beobach-
tung nichts, dass die Goldpartikel eine thermische Denaturierung von nicht
mit BSA stabilisierten Au-AP-Konjugaten beschleunigen; die Dauer der Wir-

mezufuhr ist bei ps-Bestrahlung einfach zu kurz.

Enzyminaktivierung durch Schmelzen oder Blasenbildung. Die Er-
gebnisse in Abb. 5.4 bestétigen die von RADT gemachte Feststellung, dass
die Proteininaktivierung frithestens mit dem Schmelzen der Goldpartikel ein-
setzt [16]. Allerdings bedeutet das nicht unbedingt, dass die Proteininaktivie-
rung nicht doch von Kavitationsblasen verursacht werden kann, wie RADT
ausschlieftt. Denn wie bereits in Abschnitt 2.2.2 ausgefiihrt wurde, tritt ei-
ne Kavitationsblasenbildung bei 30Au erst ab dem Schmelzen des Partikels
auf. Bei kleineren Partikelgrofen liegen die Nukleationstemperaturen laut
KOTAIDIS et al. sogar noch iiber der Schmelztemperatur [26]. Zuriickgefiihrt
wird dieses Phédnomen auf den in Abschnitt 2.1.3 erwidhnten Grenzflichen-
Wirmeleitwiderstand (Kapitza-Widerstand), der einen Temperatursprung an
der Partikelgrenzfliche verursacht und dessen Einfluss mit abnehmender Par-
tikelgrofe zunimmt [29]. Da beide Effekte, Blasenbildung und Schmelzen, bei
den hier verwendeten Partikelgrofen und Pulsdauern praktisch immer ge-
meinsam auftreten, ist eine Unterscheidung der Schadensmechanismen sehr

erschwert.

Lokale Wirkung bis 18,4mJ/cm?. Bisher hat sich gezeigt, dass die
15Au-Partikel die stabilsten Konjugate bilden und am effizientesten fiir die
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NALI sind (zumindest bei der Bestrahlung mit 35 ps-Pulsen). Um die Sché-
digungsmechanismen im direkten Umfeld der Goldpartikel zu untersuchen,
wurden die in den Abbildungen 4.18 und 4.19 gezeigten Bestrahlungsexpe-
rimente an mit Proteinen iibersittigten 15Au-Partikeln (ohne BSA-Zusatz)
durchgefiihrt. Fiir einen direkten Vergleich dieser insgesamt 8 Inaktivierungs-
kurven ist es sinnvoll, die Ergebnisse in einem Bestrahlungsdiagramm zusam-
menzufassen, dargestellt in Abb. 5.5.

Die in der Grafik gezeigten Kurven lassen sich dabei wie folgt interpretie-
ren: Im Bereich zwischen dem theoretischen Schmelzbeginn (rot gestrichel-
te Senkrechte) und dem Erreichen des Schwellenwertes fiir das beobachte-
te Aufschmelzen und Aggregieren der Partikel (schwarze Vertikale) findet
eine erhebliche Inaktivierung der direkt an die Partikel grenzenden Prote-
ine (Protein-Monolayer) statt. Die ungebundenen oder die in einer zwei-
ten Schicht angeordneten Proteine werden durch diesen Mechanismus nicht
oder nur wenig beeinflusst. Dies kann aus der kontinuierlichen Zunahme der
Aktivitit oberhalb von 13,4mJ/cm? bei zunehmendem Enzym-zu-Partikel-
Verhéltnis geschlossen werden. Je mehr ungebundene bzw. nicht direkt gebun-
dene Enzyme im bestrahlten Volumen sind, desto hoéher ist die verbleibende
Restaktivitat. Wiirde ein nicht-lokaler Schidigungsmechanismus ausbleiben,
so sollten die Enzymaktivitdten bei hheren Bestrahlungen nicht weiter ab-
sinken.

Abbildung 5.5 macht jedoch gleichzeitig deutlich, dass, bis auf 52 HRP /Au,
alle Proben praktisch vollkommen inaktiviert werden konnen noch bevor der
Fragmentierungsprozess der Partikel beginnt. Die Kurven zeigen dabei alle
das gleiche Verhalten: Kurz nach dem Beginn der Schulterauspriagung bei Be-
strahlungen etwas oberhalb von 13,4 mJ/cm? setzt wieder eine fortschreiten-
de Enzyminaktivierung ein. Die jeweiligen Schwellenwerte entsprechen dabei
den in Abschnitt 4.2.1 aufgefiihrten Wendepunkten W, die fiir die unstabili-
sierten 15Au-AP- und 15Au-HRP-Konjugate in Abb. 5.6 als Sdulendiagram-
me zusammengefasst sind.

Die Messdaten ergeben, dass die nicht-lokale Enzyminaktivierung bei
15Au-AP und 15Au-HRP im statistischen Mittel bei etwa 18,4mJ/cm? bzw.

25,6 mJ /cm? einsetzt. Somit kann festgehalten werden, dass die Wirkung bei
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Abbildung 5.5. Zusammenfassung der Ergebnisse aus den Bestrahlungsexperi-
menten an mit Proteinen iibersiittigten 15Au-Partikeln. Fiir eine bessere Ubersicht
wurden die einzelnen Messpunkte weggelassen und nur die Fitkurven aus den Ab-
bildungen 4.18 und 4.19 aufgefiihrt. Die rot gestrichelte Vertikale bei 4,3m.J/cm?
markiert den Schwellenwert, ab dem mit einem Schmelzen und einer Kavitations-
blasenbildung zu rechnen ist. Die durchgezogene rote Senkrechte entspricht der
berechneten Bestrahlung (bei 35ps) fiir das Erreichen des Schmelzpunktes von
massivem Gold. Die schwarze Vertikale bei 13,4mJ/ cm? markiert den Bereich, ab
dem nach Abb. 5.3 ein Aufschmelzen und eine Partikelaggregation beobachtet wird.
Der schraffierte Bereich entspricht den Bestrahlungen, bei denen eine Fragmentie-
rung der Partikel auftritt. In der Legende ist die Zahl der eingesetzten Proteine
pro 15Au-Partikel angegeben.

dieser Partikelgroke nur unterhalb einer Bestrahlung von etwa 18,4mJ/cm?

raumlich beschrankt ist.

Lokale Wirkung: Enzyminaktivierung durch Kavitationsblasen, mog-
licherweise in Kombination mit Wiarme und Bindungskriften. Bei
der Konjugateherstellung wurden die Goldpartikel stets zuerst mit Proteinen

inkubiert und erst nach der Bildung der Proteinhiille mit BSA versetzt (siehe
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Abbildung 5.6. Aus den Tabellen 4.4, 4.5, 4.8 und 4.9 zusammengefasste Wende-
punkte fiir die 15Au-Konjugate (ohne BSA-Stabilisierung).

Abschnitt 3.1.2). Daher ist davon auszugehen, dass die gekoppelten Enzyme
immer einen zumindest teilweise direkten Kontakt zur Partikeloberfléiche ha-
ben, so wie es in Abb. 4.4 schematisch gezeigt ist. Zwar konnten die BSA-
Molekiile Teile der Partikeloberfliche bedecken oder sich schiitzend zwischen
den Proteinen anordnen, trotzdem wiirden die gekoppelten Enzyme die Gold-
partikel zumindest an den Bindungsstellen beriihren. Somit diirften die BSA-
Molekiile nur wenig Schutz gegen chemisch reaktive Produkte bieten, die von
den erhitzten Partikeln ausgehen und direkt in die Proteine eindringen. Die
Abbildungen 4.14 und 4.15 zeigen jedoch, dass bei den BSA-stabilisierten
Proben nach einer Bestrahlung mit 18,4 mJ/cm? noch Enzymaktivititen von
iiber 91 bzw. 89% verbleiben, d.h. es denaturieren hier lediglich ca. 10% der
Proteine. Dagegen werden bei 15Au-AP und 15Au-HRP ohne BSA durch
diese Bestrahlung iiber 60% der Enzyme inaktiviert. Dies zeigt die ausge-
prigte BSA-Schutzwirkung im Fluenzbereich fiir die lokale Wirkung. Eine
Denaturierung aufgrund von chemischen Prozessen erscheint daher eher un-
wahrscheinlich, es sei denn, ein grofer Anteil der Proteine wird durch die
BSA-Molekiile von der Goldpartikeloberfliche verdringt.

Wahrscheinlicher ist, dass die Enzyminaktivierung im lokalen Bereich
durch Kavitationsblasen verursacht wird. BSA besitzt u.a. die Eigenschaft,

an gewisse andere Proteine zu binden (ohne dabei deren Funktion zu behin-
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dern) und sie dadurch wirkungsvoll vor einer Entfaltung zu schiitzen [100].
Dieser Schutzeffekt wurde auch fiir AP und HRP in den thermischen Denatu-
rierungsexperimenten (siche Abschnitt 4.3) nachgewiesen. Dabei ist das BSA
selbst recht unempfindlich beziiglich einer Grenzflichendenaturierung. So fan-
den CLARKSON et al. in Experimenten zur Grenzflichendenaturierung von
BSA und Pepsin in Schaum heraus, dass nur 10% der BSA-Molekiile irrever-
sibel denaturierten, wahrend 75% der Pepsin-Molekiile geschiadigt wurden
[76]. Da die BSA-Molekiile gegeniiber hydrophoben Grenzflichen recht un-
empfindlich sind, ist eine enzymstabilisierende Wirkung durch BSA auch an
bzw. in Kavitationsblasen sehr wahrscheinlich.

Die experimentellen Daten sprechen fiir eine lokale NALI-Wirkung durch
Kavitationsblasen. Dabei ist nach den Ausfithrungen in Abschnitt 2.3.2 denk-
bar, dass die grofse Hitze in der Blase die Denaturierung noch verstarkt, da
die Entfaltungsraten exponentiell von der Temperatur abhingen. Auferdem
konnten auch die Goldpartikel selbst durch ihre Bindungkréfte eine Denatu-
rierung der gekoppelten Proteine férdern, so wie es bei den Experimenten zur

thermischen Langzeitdenaturierung beobachtet wurde (siehe Abschnitt 4.3).

Reichweite der lokalen Wirkung. Abb. 4.16 zeigt, dass die 15Au-Rezap-

2 aufwei-

AP-Konjugate eine signifikante Inaktivierung erst ab ca. 30 mJ/cm
sen. Demnach ist die lokale Wirkung auf die direkt gebundenen Proteine (hier
Antikérper) beschriankt. Gestiitzt wird diese Annahme auch durch Abb. 5.5,
in der deutlich wird, dass bis zu einer Bestrahlung von 18,4mJ/cm? nur die

direkt an die Goldpartikel grenzende Proteinlage geschiadigt wird.

Nicht-lokale Wirkung: Inaktivierung durch chemische Prozesse und
Kavitatonsblasen. Die Abbildung 5.5 zeigt, dass praktisch alle Enzyme
noch vor dem Erreichen der Fragmentierungschwelle der Goldpartikel inak-
tiviert werden konnen. Demnach muss noch ein nicht-lokaler Schidigungs-
mechanismus existieren. Dabei ist gut vorstellbar, dass auch dieser Effekt
von den Kavitationsblasen herriihrt, denn nach den Ausfiihrungen in Ab-
schnitt 2.2.1 wachsen die Kavitationsblasen mit der 3. Wurzel der Blasen-

energie (von der zu erwarten ist, dass sie bei ps-Pulsen mit ansteigender Be-
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strahlung zunimmt) an. Z. B. untersuchten KOTAIDIS et al. die Blasengrofen
nach UV-Femtosekundenpuls-Bestrahlung (400 nm) von 39 nm-Partikeln mit-
tels Rontgenstreuungsexperimenten (siehe Abschnitt 2.2.1) |26]. Hierbei be-
stimmten sie die entsprechenden Blasengrofen (Durchmesser) zu ca. 130 nm
bei 30 mJ/cm? und ca. 175nm bei 60 mJ/cm?. Da die Absorptionseffizienz
dieser Partikelgrofte bei 400 nm um einen Faktor 1,52 geringer ist als die bei
527 nm, wiren die Blasengrofen bei Bestrahlungen mit 527 nm-Laserpulsen

entsprechend grofser.

Moglicherweise sind Kavitationsblasen auch die Erklarung fiir das Ausbil-
den der charakteristischen Schulter im Kurvenverlauf der bestrahlungsabhén-
gigen Enzyminaktivierung. Es fillt auf, dass diese Schultern in einem Fluenz-
bereich beginnen, in dem der Beginn des Aufschmelzens der Partikel erwartet
wird (13,4—24,7mJ/cm?). Demnach kénnten die Schultern entstehen, weil ein
Teil der absorbierten Energie fiir die Umwandlung der latenten Schmelzwér-
me (Phaseniibergang fest — fliissig) verbraucht wird. Dadurch steht in die-
sem Fluenzbereich keine Energie fiir ein weiteres Blasenwachstum mehr zur
Verfiigung. Wenn die Schadensreichweite mit der Grofe der Kavitationsbla-
se korreliert, bildet sich eine Schulter in der Abhéngigkeit der Proteininak-
tivierung von der Bestrahlung aus. Die Kavitationsblase wichst erst dann
weiter, wenn das Partikel komplett aufgeschmolzen ist und die absorbierte
Energie in ein weiteres Blasenwachstum umgewandelt werden kann. Dies ent-
spricht dann dem Wendepunkt W, ab dem die Inaktivierung wieder zunimmt.
Rechnungen zufolge betrigt die zur Phasenumwandlung von 15Au-Partikeln
benétigte Bestrahlung (bei 35 ps-Pulsen) zwar nur AH ~ 1,3mJ/cm?, da
allerdings wihrend des Schmelzprozesses die Absorption um 75% sinkt, muss
AH in Realitit entsprechend grofer sein [38]. Aukerdem zeigen die TEM-
Aufnahmen, dass die Partikel vereinzelt gréfser oder kleiner sind. Vor allem
aber sind die meisten Partikel nicht ganz rund, sondern von leicht elliptisch
bis zum Teil sogar kantig. Solch ein heterogenes Gemisch von Partikelfor-
men und -grofen resultiert aufgrund der unterschiedlichen Absorptionseffizi-
enzen in unterschiedlichen Schmelzpunkten, wodurch die Schulter im Inakti-

vierungsverlauf ebenfalls verbreitert und verschmiert wird.

Nach bisheriger Uberlegung koénnen die Kavitationsblasen auch eine nicht-
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’ Primérreaktionen \ Sekundarreaktion ‘

HQO + cherm — H®* + OH* H®* +H* — H,

OH® + OH®* — H202
H* + OH®* — H,O

Tabelle 5.2. Thermolyse des Wassers. Die thermisch angeregten Wassermolekiile
konnen durch Dissoziation direkt in H®- und OH®-Radikale zerfallen. Die Primér-
produkte konnen dann miteinander reagieren, wobei als Sekundérprodukte neben
einfachen Wassermolekiilen auch Hs und HsO9 entstehen.

lokale Enzyminaktivierung verursachen, wenn sie eine hinreichende Ausdeh-
nung erreichen. Je grofer die Blasen dann sind, desto mehr (statistisch verteil-
te) Proteine werden erreicht. Dabei ist aber nicht nur die Blasenausdehnung
selbst von Bedeutung, sondern auch die Lebensdauer der Kavitationsblase.
Dabei ist klar, dass die ,Kavitationsblasen-Expositionszeit* und damit die
potenzielle Schiadigungsrate mit zunehmendem Abstand zum Goldpartikel
immer kleiner werden.

Neben den hydromechanischen Effekten bei der Kavitationsblasendyna-
mik (Blasenexpansion, Blasenkollaps) und der hydrophoben Wirkung durch
die Blasengrenzfliche bzw. das Blasenvolumen, entstehen innerhalb der Ka-
vitationsblasen zudem Wasserradikale [81, 82]. Es ist seit langem bekannt,
dass Biomolekiile bei radioaktiver Bestrahlung vor allem durch die chemisch
reaktiven Spaltprodukte des Wassers geschidigt werden (indirekte Strah-
lenwirkung) [138]. Solche H®- und OH®-Radikale (Primdrprodukte) entste-
hen auch bei der Thermolyse von Wassermolekiilen in stark erhitzten (>
2200 °C) Wasserdampfblasen [81, 99, 137|. Zusitzlich konnen erhitzte Me-
tall(nanopartikel)flichen als Katalysatoren wirken und den thermolytischen
Prozess verstirken [137]. Tab. 5.2 gibt einen Uberblick iiber einige chemische
Reaktionen, die bei der Thermolyse des Wassers entstehen.

Die chemische Schidigung von Biomolekiilen durch Spaltprodukte des
Wassers wird durch Radikal-Anlagerungsreaktionen oder durch Abstraktion
von Wasserstoff erzeugt [138]. Auferdem konnen chemische Schiden durch
reaktives HoOs hervorgerufen werden [143|. Werden Schutzsubstanzen mit
exponierten SH-Gruppen, wie z. B. Cysteamin, dem System hinzugegeben,

konnen diese sehr effektiv mit den Wasserradikalen reagieren und sie vor
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dem Erreichen der Biomolekiile unschiadlich machen (abfangen). Mit Hilfe
dieses Konkurrenzschutzes kann die indirekte biologische Strahlenwirkung

bei radioaktiver Bestrahlung stark reduziert werden [138].

Durch Wasserradikale verursachte chemische Prozesse konnen eine wich-
tige Rolle bei der Inaktivierung von Proteinen spielen. Dies wurde bei Pro-
teininaktivierungsexperimenten mit durch Ultraschall erzeugter Kavitation
beobachtet [81]. Dass die Cysteamin-Molekiile auch bei der NALI eine si-
gnifikante Schutzwirkung aufweisen, ist ein deutlicher Hinweis auf eine (zu-
mindest teilweise) Enzyminaktivierung durch die Spaltprodukte des Wassers.
Dabei zeigt Abb. 4.20, dass diese Schutzwirkung erst oberhalb von etwa 15—
20mJ/cm? einsetzt. Dies ist auch zu erwarten, da gleichzeitig Wasserdampf
und hohe Temperaturen fiir die Thermolyse der HoO-Molekiile erforderlich
sind [137]. Dabei steigt mit zunehmender Bestrahlung bzw. Temperatur die
Ausbeute an Wasserradikalen an. Gleichzeitig konnen die expandierenden
Kavitationsblasen die Wasserradikale und HoOo-Molekiile unspezifisch in die
Umgebung transportieren. Dies wire eine schliissige Erklarung fiir die effi-
ziente nicht-lokale Inaktivierung von Proben mit geringem BSA-Gehalt bei

hohen Bestrahlungen.

BSA als Stabilisator und als Konkurrenzschutz. Die Inaktivierungs-
kurven in Abb. 4.20 zeigen, dass die niedermolekularen (ca. 77 Da) Cysteamin-
Molekiile die Enzymdenaturierung reduzieren kénnen, was durch eine Reak-
tion ihrer SH-Gruppen mit den Wasserradikalen erkldrt werden kann [138].
Einen Konkurrenzschutz bewirken aber nicht nur Molekiile mit SH-Gruppen.
Genaugenommen koénnen alle Makromolekiile im bestrahlten Volumen Was-
serradikale oder andere chemisch reaktive Produkte (solvatisierte Elektronen,
H,05-Molekiile) abfangen. Je grofer die Schutzmolekiile sind oder je hoher ih-
re Konzentration ist, umso mehr Radikale kbnnen abgefangen werden. Somit
besitzen die BSA-stabilisierten Proben gleich einen doppelten Schutzmecha-
nismus gegen die Enzyminaktivierung: Dem Schutz vor einer strukturellen
Entfaltung kommt auch noch ein (Konkurrenz-) Schutz vor chemisch reakti-

ven Molekiilen hinzu.
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Abbildung 5.7. Zusammenfassung der 35 ps-Bestrahlungsexperimente an den ver-
schiedenen 15Au-Konjugaten.

Zusammenfassung der Schadensmechanismen. Mit den bisher entwi-
ckelten Modellen lassen sich im Prinzip alle Inaktivierungskurven aus Ab-
schnitt 4.2.1 verstehen. Zur besseren Ubersicht sind alle Fitkurven aus den
Bestrahlungsexperimenten mit 35 ps-Pulsen an den verschiedenen 15Au-Kon-

jugaten nochmal in Abb. 5.7 zusammengefasst.

Der Vergleich der Kurven zeigt, dass ausschlieflich die unstabilisierten
Konjugate (B und D) mafgeblich durch die lokale Wirkung, die bis zu ei-
ner Bestrahlung von 18,4 mJ/cm? auftritt, inaktiviert werden konnen. Dieser
Schidigungsmechanismus beruht wahrscheinlich auf einer Denaturierung an
oder in Kavitationsblasen, evtl. in Kombination mit erhéhter Temperatur
und Bindungskriften. Bei den BSA-stabilisierten, den in 2. Lage angeordne-
ten und den ungebundenen Enzymen fiihrt dieser lokale Effekt nicht zu einer
Denaturierung. Hier wirken die BSA-Molekiile als Stabilisatoren gegen die

hydrophobe Entfaltung, bzw. ist hier die Reichweite der Wirkung zu gering.

Bei Bestrahlungen oberhalb von 18,4 mJ/cm? beginnt zusammen mit dem
Aufschmelzen der Partikel ein nicht-lokaler Inaktivierungsprozess, der von

einer Kombination aus Kavitationsblasen-Effekten und chemischen Reaktio-
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nen verursacht wird. Mit zunehmender Bestrahlung entstehen immer mehr
Wasserradikale und gleichzeitig immer grofere Kavitationsblasen, welche die
Diffusion der Radikale in die Umgebung vorantreiben. Stérke und Reichweite
dieses Effektes werden damit durch die Bestrahlung bestimmt, was erklart,
warum die ungebundenen Enzyme in 15Au-Mibl1+AP (G), 156Au+SAP (F)
und 15Au+ S-Gal (E) zunéchst schlecht inaktiviert werden kénnen. Allerdings
reagieren nicht alle Proteine gleichermafen auf die chemischen Produkte. So
zeigt Abb. 5.7, dass 15Au-AP+BSA (A) und 15Au-Rezap-AP (H) noch recht
gut zwischen 20 und 50 mJ/cm? inaktiviert werden konnen, wihrend 15Au-
HRP+BSA (C) sich als deutlich widerstandsfahiger erweist.

Anders verhilt es sich bei Bestrahlungen oberhalb von 55 mJ/cm? wo eine
Fragmentierung der Goldpartikel und der gebundenen Proteine auftritt. Au-
fer bei 15Au+SAP (F) werden hier alle Modellenzyme erheblich inaktiviert,
auch die freien AP- und §-Gal-Molekiile (G und E). Als Schidigungsmecha-
nismen kommen hier zusétzlich Goldfragmente und solvatisierte Elektronen,
die beim Fragmentierungsprozess entstehen, infrage [57]. Der Konkurrenz-
schutz durch andere Biomolekiile ist hier besonders ausgeprigt. So fallt auf,
dass — aufter 15Au+SAP — die 15Au-Mib1-+AP- und 15Au-Rezap-AP-Proben
die hochsten Restaktivitidten aufweisen. Trotz einer hohen Bestrahlung von
150 mJ/cm? verbleiben hier nach Tab. 4.6 noch ca. 42 bzw. 24% der AP-
Molekiile aktiv. Die Erklarung hierfiir diirfte in der grofen Molekiilmasse
(150kDa) und der hohen lokalen Konzentration der beiden Antikorper sowie
in dem konzentrierten BSA-Gehalt liegen.

Insgesamt zeigt Abb. 5.7, dass die verschiedenen Modellenzyme sehr un-
terschiedlich auf die lasererhitzten Nanopartikel und die Stabilisierung mit
BSA-Molekiilen reagieren. Dies war nach den Ausfithrungen in Abschnitt 2.3
auch zu erwarten, weil sich die Bindungscharakteristik bei den meisten Pro-
ben unterscheidet und vor allem, weil die Proteinstrukturen unterschiedlich
sind. So zeigt bereits der direkte Vergleich zwischen den BSA-stabilisierten
15Au-AP- und 15Au-HRP-Konjugaten, die beide die gleiche Kopplungscha-
rakteristik besitzen, die deutlichen Unterschiede in der lasererzeugten Enzym-
inaktivierung. Dagegen verhalten sich deren unstabilisierte Pendants beziig-

lich der Inaktivierung recht dhnlich. Uberraschend sind die Ergebnisse aus
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den Bestrahlungsexperimenten an den 15Au+ SAP-Proben. Zwar war das
SAP in der Probenlésung stets ungebunden, jedoch wéire bei einer starken
Fragmentierung der Goldpartikel und der hohen Konzentration von chemisch
reaktiven Produkten bei hohen Bestrahlungen wenigstens eine deutliche Inak-
tivierung zu erwarten gewesen, wie es auch bei 15Au + $-Gal zu beobachten
war. Diese ausgeprigte Resistenz von SAP zeigt, dass die NALI langst nicht
fiir alle Proteine geeignet ist. Woher diese Unempfindlichkeit bei SAP kommt,

ist unklar.
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5.3 Bestrahlung mit Nanosekundenpulsen

Unsicherheiten bei den Temperaturberechnungen. Im Prinzip ver-
halt sich die Proteininaktivierung bei der Nanosekunden-Bestrahlung ahnlich
wie bei der Pikosekunden-Bestrahlung. Auch hier sind die gréfteren Partikel
bei einer bestimmten Bestrahlung effektiver als die kleineren, und die Schutz-
wirkung durch die BSA-Molekiile tritt wieder sehr deutlich in Erscheinung.
Bei genauerem Vergleich mit der Pikosekunden-NALI fillt jedoch auf, dass
die Bestrahlungen, die zu einer nennenswerten Proteininaktivierung fiihren,
bei ns-Pulsen wesentlich niedriger sind als nach den Ausfiihrungen in Ab-
schnitt 2.1.3 erwartet wird. So ist in Abschnitt 4.2.1 gezeigt, dass eine signi-
fikante Proteininaktivierung erst ab dem Erreichen der Temperatur fiir das
Schmelzen der Partikel auftritt, wie es auch von RADT beobachtet wurde [16].
Bei der Nanosekunden-NALI wéren fiir das Schmelzen allerdings rechnerisch
Bestrahlungen von mindestens 2345, 420 bzw. 125mJ/cm? (fiir 6-, 15- und
30Au) erforderlich, vorausgesetzt die Bestrahlungen liefen sich linear nach
den Ergebnissen in Abb. 2.5 in Temperaturerh6hungen umrechnen und Ka-
vitationsblasen blieben vernachlissigt. Tatsichlich wurden fiir eine 50%-ige
Proteininaktivierung von 6-, 15- und 30Au-AP aber nur Bestrahlungen von
407, 130 bzw. 71 mJ/cm? (siehe Tab. 4.11) benotigt.

Insbesondere die Bildung von Kavitationsblasen diirfte nach den Ausfiih-
rungen in Abschnitt 2.2.1 bei der Nanosekundenpuls-Absorption fiir deutlich
niedrigere Schmelz-Bestrahlungen sorgen. Dort ist gezeigt, dass die Tempera-
turen aufgrund der thermischen Isolierung etwa zwei- bis dreimal héher stei-
gen als die ohne Beriicksichtigung der Blasenbildung (vgl. Abb. 2.12). Abb.
5.8 veranschaulicht diesen Effekt. Demnach steigt die Partikeltemperatur ab
dem Erreichen der Nukleationstemperatur (Punkt a) sprunghaft an und er-
reicht — abhiingig von der Partikelgrofie — eine zwei- bis dreimal so hohe Spit-
zentemperatur (ohne Beriicksichtigung der Schmelzwirme). Unklar ist, wie
die weitere Temperaturentwicklung am Ende der Blasenlebensdauer (Punkt
b) aussieht. Wahrscheinlich wird das stark erhitzte Partikel nach dem Blasen-
kollaps eine erneute Expansion der Kavitationsblase verursachen. Bei langen

Heiz- bzw. Pulsdauern konnen so regelrechte Blasenoszillationen auftreten
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Abbildung 5.8. Qualitative Beschreibung der Temperaturentwicklung eines mit ei-
ner hypothetischen Fluenz von 150 mJ/cm? bestrahlten 15nm Goldpartikels unter
Beriicksichtigung der Kavitationsblasenbildung. Die blaue Horizontale entspricht
einer Nukleationstemperatur von 275°C (vgl. Abschnitt 2.2.1), der schraffierte Be-
reich markiert eine hypothetische Blasenlebensdauer von 5 ns. Weitere Erklarungen
im Text.

(dies héngt von der Blasenlebensdauer bzw. Blasengrofie ab; siche Abschnitt
2.2.1). Wie auch immer die Blasencharakteristik ist, die in Abb. 2.5 gezeig-
ten Temperaturrechnungen vernachléssigen auftretende Temperaturspriinge
durch Blasenbildung wdhrend der Nanosekundenpuls-Absorption.

Eine weitere Unsicherheit in der Berechnung der Temperaturentwicklung
rithrt vom Kapitza-Warmeleitwiderstand her, dessen Einfluss mit abnehmen-
der Partikelgrofe bzw. steigendem Oberflichen-zu-Volumen-Verhiltnis zu-
nimmt (siehe Abschnitt 2.1.3). Der Grenzflichen-Wérmeleitwiderstand be-
hindert wihrend der ns-Puls-Absorption die Warme(ab)leitung in die wéss-
rige Umgebung des Partikels. Daher sind bereits vor der Blasenbildung die
Temperaturen im Partikelinneren héher als die in Abb. 2.5 berechneten (die

Temperaturentwicklung an der Partikeloberfliche selbst sollte bis zur Nuklea-
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tionsschwelle jedoch stimmen). Neueren Modellrechnungen zufolge, die den
Kapitza-Warmeleitwiderstand beriicksichtigen, ist die Temperatur im Inne-
ren der 6-, 15- und 30Au-Partikel bei ns-Pulsen etwa 2,3-, 1,8- bzw. 1,5-mal
hoher als deren Oberflichentemperatur [144]. Die erhohten Partikelinnentem-
peraturen fiihren daher zum Schmelzen bei entsprechend niedrigeren Bestrah-
lungen bzw. Oberflichentemperaturen. Abb. 5.9 zeigt, dass der Schmelzpro-
zess (rot schraffierter Bereich) dadurch zum Teil sogar vor der Blasenbildung

(blaue Vertikale) einsetzen kann.
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Abbildung 5.9. Enzymaktivitit von unstabilisierten 6-, 15- und 30Au-AP in Ab-
héngigkeit von der berechneten Partikeloberflichentemperatur, ohne Beriicksich-
tigung von Kavitationsblasenbildung und Kapitza-Warmeleitwiderstand. Das kor-
respondierende Bestrahlungsdiagramm ist in Abb. 4.22 dargestellt. Die schwarze
Vertikale entspricht dem Siedepunkt von Wasser bei Normaldruck. Die vertika-
le blaue Line bei AT = 289K markiert den spinodalen Punkt von Wasser. Auf-
grund der fiir alle drei Partikelgrofen unterschiedlichen Auswirkungen des Kapitza-
Wirmeleitwiderstands ldsst sich in dieser Grafik keine diskrete Bestrahlung re-
spektive Oberflachentemperatur, bei der der Beginn des Schmelzens erwartet wird
(AT = 529 K), angeben. Der entsprechende Bereich, in dem der Beginn des Schmel-
zens von 6-, 15- und 30Au hier erwartet werden kann, ist rot schraffiert dargestellt.
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Die Inaktivierungskurven in Abb. 5.9 zeigen Abweichungen zu den in Abb.
5.4 prasentierten Verldufen. So besitzen die 6 nm Partikel beziiglich ihrer
Oberflichentemperatur die grofte NALI-Effizienz und die 30 nm Partikel die
geringste. Aufierdem setzt die Inaktivierung hier schon etwas oberhalb des Sie-
depunktes von Wasser ein. Bei der 50%-igen Enzyminaktivierung betrigt die
umgerechnete Oberflichentemperatur der 6 nm-Partikel nur etwa 203 °C. Fiir
eine 50%-ige Inaktivierung bei 203 °C wiren nach den Berechnungen in Ab-
schnitt 2.3.2 allerdings konstante Heizdauern von mehr als 1,7 ps erforderlich,
was etwa zwei Grokenordnungen iiber der gesamten Heizdauer (Laserpulsdau-
er und Abkiihlzeit) liegt. Die bei 6Au angenommene Temperatur von 203 °C
bei der Nanosekundenpuls-Absorption wire also weder fiir eine rein ther-
mische Proteininaktivierung noch fiir eine Kavitationsblasenbildung ausrei-
chend. Auch ein Schmelzprozess ist unwahrscheinlich, da selbst unter Beriick-
sichtigung des Kapitza-Widerstands die Partikelinnentemperatur héchstens
441 °C betragen wiirde. Die einzig plausible Erklarung fiir die hohe Denaturie-
rungsrate von 6Au-AP bei dieser recht moderaten Temperatur wére ein stark
unterstiitzender Entfaltungs-Effekt durch die Goldpartikel-Bindungskréfte,
wie er auch bei den thermischen Langzeit-Denaturierungsexperimenten an
15Au-AP (ohne BSA-Stabilisierung) beobachtet wurde (siehe Abschnitt 4.3).
Anders als bei den ps-Pulsen wére die Dauer der Temperaturerhohung bei
den ns-Pulsen dann wohl groft genug, um eine durch Bindungskrafte unter-
stiitzte thermische Denaturierung zu verursachen. Dazu passt auch die oben
genannte Vermutung, dass die 6 nm Goldpartikel bevorzugt in der Ndhe des
aktiven Zentrums der Enzyme binden kénnten (sieche Abb. 5.1), wo sie die

Enzymaktivitdt besonders effizient beeinflussen.

Inaktivierung durch Kavitationsblasen und chemische Prozesse.

Die Wirkung des Kapitza-Widerstands ist bei den 30Au-Partikeln am ge-
ringsten, so dass die blaue Kurve in Abb. 5.9 der Realitdt wohl am néchsten
kommt. Im Inaktivierungsverlauf von 30Au-AP fillt auch die Schulter, die
dem Phaseniibergang fest — fliissig des Goldpartikels zugeordnet wird, unge-
fahr in den Temperaturbereich des Aufschmelzens von Gold, wenn die Tem-

peraturerhhungen oberhalb der Nukleationsschwelle (blaue Vertikale) we-
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gen der thermischen Isolierung durch die Dampfblase um etwa einen Faktor
2 nach oben korrigiert werden. Fiir die 30Au-AP-Konjugate ist als Schwel-
lenwert fiir eine beginnende Enzyminaktivierung der spinodale Punkt von
Wasser bzw. der einsetzende Schmelzprozess auszumachen (siehe Abb. 5.9).
Somit konnte, wie schon bei der Pikosekundenpuls-Bestrahlung (vgl. Ab-
schnitt 5.2), der erste Schidigungsmechanismus aus einer Kombination aus
Kavitationsblasen-Effekten und Warmezufuhr bestehen. Sobald die Nuklea-
tionstemperatur allerdings iiberschritten wird und sich eine Blase um das
Partikel ausgebildet hat, steigt die Partikeltemperatur bei weiterer Lichtab-
sorption sprunghaft an, so dass der Punkt fiir das Aufschmelzen der Partikel
sehr schnell erreicht wird (siehe Abb. 5.8). Hieraus wird ersichtlich, dass
auch bei der Nanosekunden-Bestrahlung die Fluenzen fiir Blasenerzeugung
und Partikelschmelzen eng beisammen liegen, was eine Unterscheidung zwi-
schen einer durch Kavitationsblasen verursachten und einer Proteinschidi-
gung durch den Schmelzprozess sehr erschwert. Da die Heizdauer bei der
Nanosekundenpuls-Absorption zudem noch zwei Grofenordnungen grofser
ist als bei der Pikosekunden-Bestrahlung, geht ein anfanglich oberflichlicher
Schmelzprozess wesentlich leichter in ein Aufschmelzen der Partikel iiber. Da-
zu passt auch der Vergleich der 15Au-AP-Bestrahlungsexperimente in den
Abbildungen 4.13 und 4.22, welcher zeigt, dass die 50%-ige Enzyminaktivie-
rung bei der Nanosekunden-Bestrahlung erst nach dem vollstindigen Auf-
schmelzen der Partikel auftritt (Hso, > W), wéihrend bei der Pikosekunden-
Bestrahlung die 50%-ige Inaktivierung noch vor dem Aufschmelzen stattfin-
det (Hsoz, < W). Anders als bei den ps-Pulsen ist hier eine Unterscheidung
zwischen einer lokal begrenzten und einer nicht-lokalen Wirkung also nicht
moglich. Denn mit dem rapiden Aufschmelzen respektive grofen Tempera-
tursprung der Nanopartikel folgen die gleichen nicht-lokalen Schéidigungs-
mechnismen wie bei der ps-Bestrahlung (Kavitationsblasen, Wasserradikale,
Hy05-Molekiile, solvatisierte Elektronen), die unspezifisch alle Biomolekiile

in der Umgebung der Nanopartikel schidigen kdnnen.
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Vergleich der NALI-Wirkung von geseedeten und ungeseedeten Na-
nosekundenpulsen. In Abb. 4.24 ist der direkte Vergleich von Bestrah-
lungsexperimenten an Au-AP-Konjugaten mit gaufsformigen (geseedet) und
Pulsen mit starken Intensitdtsschwankungen (ungeseedet) gezeigt. Hierin ist
zu erkennen, dass die bestrahlungsabhéngige Enzyminaktivierung (bei allen
drei Konjugategrofen) beziiglich geseedeter und ungeseedeter Laserpulse zu-
ndchst praktisch gleich verlauft. Ab der Bestrahlung Hp (siehe Tab. 4.12)
laufen die Inaktivierungskurven dann allerdings leicht auseinander, wobei die
geseedeten Laserpulse im weiteren Verlauf effektiver fiir die NALI sind. Beim
Vergleich der Wendepunkte W aus Tab. 4.11 mit den Werten fiir Hp fillt auf,
dass die Wendepunkte fiir 15- und 30Au-AP (121,7 bzw. 69,6 mJ /cm?) etwas
unterhalb oder genau bei der Bestrahlung Hr (135,4 bzw. 69,5 mJ/cm?) lie-
gen. Da die Wendepunkte mit dem Aufschmelzen bzw. der Blasenbildung
korrelieren, kann geschlussfolgert werden, dass sich die NALI-Wirkung von
geseedeten und ungeseedeten Laserpulsen erst ab dem Aufschmelzen bzw. der
Blasenbildung unterscheidet. Dazu passt auch die Uberlegung, dass die Wiir-
mekapazitit des Goldpartikels die starken Temperaturschwankungen durch
die ungeseedeten Laserpulse bis zum Schmelzprozess zum Teil noch ausglei-

chen kann.

Bleibt die Frage, welche Ursache die etwas unterschiedliche Inaktivierungs-
Effizienz von geseedeten und ungeseedeten Laserpulsen hat. So sind die Schul-
tern in den Bestrahlungsdiagrammen in Abb. 4.24 bei den ungeseedeten La-
serpulsen etwas ausgepragter, was auf einen verzogerten Schmelzprozess der
Partikel hindeutet. Die Griinde dafiir sind unklar. Moglicherweise werden die
Kavitationsblasen bei geseedeten Laserpulsen etwas grofser, da zu Beginn des
Nukleationsprozesses kontinuierlich mehr Energie fiir das Blasenwachstum
zur Verfiigung steht. Denn die Intensitétsspitzen (Spikes) bei den ungesee-
deten Laserpulsen sind zeitlich statistisch verteilt und es ist wahrscheinlich,
dass zu Beginn einer Nukleation oft nur eine kleine Intensitétsspitze absor-
biert wird, die gerade so fiir die Bildung einer kleinen Blase ausreicht. Ist die
(kleine) Blase dann erstmal expandiert, konnen die folgenden Spikes nicht
mehr wirksam in ein weiteres Blasenwachstum umgewandelt werden (bis die

Blase wieder kollabiert ist). Grofere Blasen sind fiir das Aufschmelzen der
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Partikel effektiver, weil die thermische Isolierung linger anhilt. Aufgrund
der temperaturausgleichenden Wirkung der Warmekapazitiat der Goldparti-
kel sind die Unterschiede in der Blasenausdehnung jedoch nicht so grofs, was
den recht geringen Unterschied in der Inaktivierungseffizienz von geseedeten

und ungeseedeten Laserpulsen erklart.

Zusammenfassung. Die Diskussion zeigt, dass sich die Bestrahlungen, ins-
besondere bei der Nanosekundenpuls-Absorption, mit dem in dieser Arbeit
verwendeten einfachen Modell nur ungenau in Partikeltemperaturen umrech-
nen lassen. Der Kapitza-Grenzflichenwérmeleitwiderstand und die Blasenbil-
dung sowie die latente Schmelzwérme und das Absinken der Absorptionseffi-
zienz beim Aufschmelzen sind Faktoren, die fiir die Temperaturentwicklung
von lasererhitzten Nanopartikeln eine wichtige Rolle spielen und fiir Tem-
peratursimulationen nicht vernachlassigbar sind. Der Kapitza-Widerstand
ldsst die Temperatur im Innern der Partikel deutlich schneller steigen als
an deren Oberfliche. Die Kavitationsblasenbildung bewirkt eine starke Re-
duzierung der Kiihlung und lasst die Temperatur der Partikel wihrend der
ns-Puls-Absorption an der Kavitationsschwelle abrupt ansteigen. Blasenbil-
dung und Schmelzprozess treten daher immer in einem &hnlichen Fluenzbe-
reich auf, was eine genaue Unterscheidung zwischen einer Proteinschidigung
durch Schmelzeffekte und Kavitationsblasen praktisch unmdoglich macht.
Auch mit der Nanosekunden-Bestrahlung lassen sich an Goldnanopar-
tikel gekoppelte Enzyme inaktivieren. Als Schadensmechanismen kommen
die gleichen Effekte wie bei der Pikosekunden-Bestrahlung infrage, wobei
die ps-NALI beziiglich der Wirkung pro Bestrahlung effizienter ist. Bei der
ns-NALI sind die geseedeten Pulse etwas wirksamer als die ungeseedeten.
Anders als bei den ps-Pulsen findet bei der ns-Bestrahlung eine 50%-ige AP-
Inaktivierung erst nach dem vollstdndigen Aufschmelzen der Goldpartikel
statt. Eine rdumliche Beschriankung der NALI-Wirkung ist hier also nicht
erkennbar. Die nach dem Aufschmelzen entstehenden chemischen Produkte
(Wasserradikale, Wasserstoffperoxid, solvatisierte Elektronen) wiren fiir ei-
ne intrazellulire Anwendung der NALI innerhalb der NPCS allerdings nicht

unbedenklich, da sie u. U. auch DNA-Verédnderungen hervorrufen und unspe-
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zifisch andere Biomolekiile in ihrer Umgebung schidigen konnen (gleiches
gilt natiirlich auch fiir die ps-NALI). Wie grof die Gefahr dieser Kollateral-
schiden dann ist, hingt von den Quenchern in den Zellen ab und miisste im

Einzelfall gepriift werden.
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Kapitel 6
Zusammenfassung und Ausblick

In dieser Arbeit wurden grundlegende in-vitro-Untersuchungen zur Nanopar-
tikel-assistierten Laserinaktivierung (NALI) von Proteinen durchgefiihrt. Zur
Analyse der fiir die Proteininaktivierung verantwortlichen Schadensmechanis-
men und -reichweite und zur Bestimmung der effizientesten NALI-Parameter
wurden 6, 15 und 30 nm grofse Goldpartikel mit dem Enzym alkalische Phos-
phatase (AP) beschichtet und mit Laserstrahlen mit Pulsdauern von 35 ps
und 8,8 ns bestrahlt. Die Wellenldngen betrugen dabei 527 bzw. 532 nm.

Um die proteinspezifische Wirkung der NALI zu untersuchen, wurden
verschiedene Kombinationen aus 15 nm Goldpartikeln und drei weiteren Mo-
dellenzymen (Meerrettich-Peroxidase, HRP; Beta-Galactosidase, §-Gal; al-
kalische Phosphatase aus Eismeergarnelen, SAP) sowie zwei unterschiedliche
Goldpartikel-Antikérper-Enzym-Systeme mit Pikosekundenpulsen bestrahlt.
Die Effekte auf Goldnanopartikel und Proteine, die beim laserinduzierten
Erhitzen der Partikel auftreten, wurden mittels Messung der bestrahlungs-
abhingigen Enzyminaktivierung, Absorptionsspektroskopie, Transmissions-
Elektronenmikroskopie und chromatographischer Untersuchungen analysiert.
Der Schwerpunkt der Untersuchungen lag auf einer Bestrahlung mit ps-Pulsen,
bei denen sich die absorbierte Energie innerhalb der Partikel im thermischen
Gleichgewicht befindet, beziiglich des umgebenden Wassers jedoch im thermi-
schen Einschluss. Dadurch werden die relevanten physikalischen Prozesse we-

sentlich iiberschaubarer und Berechungen der Temperatur in und um die Par-
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tikel vergleichsweise einfach. Gleichzeitig werden bei der ps-NALI die h6chste
Energieeffizienz und die geringsten Nebenwirkungen erwartet. Bei den im ge-
ringen Mafe durchgefiihrten Bestrahlungsexperimenten mit ns-Pulsen wur-
den die NALI-Effizienzen von gaukférmigen (geseedeten) und Laserpulsen
mit Intensitdtsschwankungen (ungeseedete Pulse) verglichen.

Fiir die Untersuchungen waren von den drei verwendeten Partikelgréfsen
die 15nm Goldpartikel am besten geeignet, weil sie mit den kationischen
Oberflichenbereichen der Proteine AP und HRP die stabilsten Konjugate
bildeten, ohne dabei die Aktivitit der gebundenen Enzyme mafgeblich einzu-
schrianken. Bei der Bestrahlung mit ps-Pulsen wurde eine rdumliche Beschrén-
kung der NALI-Wirkung nur beobachtet, wenn ein bestimmter Bestrahlungs-
Grenzwert nicht {iberschritten wurde. So blieb bei der Bestrahlung von 15Au-
AP und 15Au-HRP mit 18 mJ/cm? die rund 60%-ige Inaktivierung auf die
direkte Enzymlage um die Partikel beschrankt. Als lokale Schidigungsmecha-
nismen kommen hier hydromechanische Kavitationsblasen-Effekte, die bei
Blasenexpansion und -kollaps auftreten, und Grenzflichendenaturierung (hy-
drophobe Entfaltung) innerhalb der Blase oder an der Blasenwand infrage.
Auferdem konnten die Hitze in der Dampfblase und die elektrostatischen Bin-
dungskrifte des Goldpartikels den Denaturierungsprozess noch verstérken.

Durch Proteinstruktur-stabilisierende BSA-Molekiile ldsst sich die loka-
le NALI-Wirkung verhindern oder zumindest stark abschwichen. Die In-
aktivierung von BSA-stabilisierten 15Au-AP und 15Au-HRP betrug nach
Bestrahlung mit 18 mJ/cm? nur noch etwa 10%. Bei den 15Au-Rezap-AP-
Konjugaten, bei denen sich jeweils ein Antikorper zwischen den Enzymen
und dem Goldpartikel befindet, war bis zu dieser Bestrahlung noch gar keine
Inaktivierung nachweisbar.

Die Untersuchungen haben allerdings auch deutlich gezeigt, dass — bis auf
SAP — praktisch alle Proteine im bestrahlten Volumen denaturieren, wenn
die Bestrahlung hinreichend grof ist; sogar die ungebundenen, in der Pro-
benlosung gleichmékig verteilten Enzyme. Dabei scheint der lokale in einen
nicht-lokalen Schiadigungsmechanismus iiberzugehen. Die TEM-Analysen er-
geben, dass die 15Au-Partikel bei ps-Puls-Bestrahlungen zwischen 13 und

25mJ/cm? schmelzen. Bei diesem Prozess konnten Elektronen von den erhitz-
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ten Partikeln abgegeben werden, die dann als solvatisierte Elektronen Pro-
teine schiadigen. Gleichzeitig werden bei hohen Temperaturen innerhalb der
Dampfblasen Wassermolekiile thermisch gespalten. Dadurch entstehen che-
misch reaktive Wasserradikale und HyOs-Molekiile, welche die Enzyme oder
andere Biomolekiile unspezifisch schidigen kénnen. Uberdies werden mit
weiter zunehmender Bestrahlung die Dampfblasen immer grofser. Hierdurch
kann der Transport der chemisch reaktiven Teilchen in grofere Regionen um
die Partikel erfolgen. Durch Radikalfinger (z.B. Cysteamin) und Biomole-
kiile wie das BSA oder andere Proteine kénnen diese reaktiven Produkte
abgefangen und damit unschédlich gemacht werden (Konkurrenzschutz). Un-
tersuchungen haben gezeigt, dass vor allem die nicht-lokale NALI-Wirkung
durch Cysteamin und Antikérper deutlich abgeschwiicht werden kann.

Ab einer Bestrahlung von ca. 55mJ/cm? (ps-Pulse) fragmentieren die
15Au-Partikel. Hierbei enstehen dann neben den eben genannten chemisch
reaktiven Produkten auch noch Goldfragmente. Ob die (moglicherweise ge-
ladenen) Goldfragmente an sich eine chemische Wirkung haben, ist unklar.
Da die kleinen 6 Au-Partikel aber die AP-Enzymaktivitéit alleine durch deren
Bindung um immerhin 70% reduzieren konnen, wére eine ahnliche Wirkung
auch durch Goldfragmente (auch bei anderen Enzymen) denkbar.

Ebenso fragmentieren direkt an 15Au gebundene Antikorper bei dieser
Fluenz. Die Proteinfragmentierung wird entweder durch hydromechanische
Kavitationsblasen-Effekte oder durch die Partikelfragmentierung selbst verur-
sacht. Auerdem beginnen bei 55 mJ/cm? selbst die relativ NALI-unempfind-
lichen, ungebundenen §-Galactosidase-Molekiile zu denaturieren. Das einzige
Enzym, das diese Bestrahlung in der Umgebung von Goldpartikeln fast oh-
ne Aktivitatsverlust iibersteht, ist SAP. Die Griinde fiir die NALI-Resistenz
von SAP sind unklar. Dies macht aber deutlich, dass die NALI-Wirkung stark
vom Proteintyp abhéngt.

Diese Arbeit zeigt, dass die Wirkung der NALI wesentlich stérker von der
Struktur des Zielproteins und dessen unmittelbarer Umgebung abhéngt als
bisher angenommen. Gleichzeitig ist das Bestrahlungsfenster, in dem selek-
tive (d.h. rdumlich begrenzte) Effekte erreicht werden koénnen, deutlich klei-

ner als erwartet. Eine selektive Proteininaktivierung innerhalb einer Multi-
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Protein-Matrix erfordert eine geringere Entfernung des Proteins zu dem Parti-
kel, als durch eine klassische Antikérperbindung erreicht wird. Erfolgverspre-
chender erscheint hier der Einsatz von kleinen selektiv bindenden Molekiilen
wie FAB-Fragmenten, RNA oder kleinen Peptidsequenzen. Doch selbst wenn
es gelingt, die Goldpartikel sehr dicht an den Zielstrukturen zu platzieren, so
zeigen schon die in-vitro-Untersuchungen an BSA-stabilisierten Konjugaten
oder Goldpartikeln mit gebundenen Antikérpern, dass die Inaktivierungsra-
ten der Zielenzyme durch andere Biomolekiile deutlich reduziert werden kon-
nen. Dabei existiert innerhalb der Zellen eine Vielzahl von unterschiedlichen
Proteinen, die eine mogliche Schutzwirkung gegen die NALI-Effekte ausiiben
konnten. Daher miisste die NALI-Wirkung nicht nur fiir jeden infrage kom-
menden Proteintyp, sondern auch in lebenden Zellen getestet werden. Eine
Ubertragung der Ergebnisse von in-vitro-Studien auf lebende Zellen ist nicht
ohne weiteres méoglich.

Grundsétzlich ist der Ansatz, eine rein thermische Proteininaktivierung
an lasererhitzten Nanopartikeln zu erreichen, sehr reizvoll. Ein mogliches
Verfahren hierzu kénnten Laserpulse mit geringer Bestrahlung sein, die mit
hoher Repetitionsrate (kHz bis MHz) iiber einen lingeren Zeitraum auf die
Probe appliziert werden. Die Bestrahlung wére dabei so zu begrenzen, dass
thermophysikalische Sekundéreffekte wie Partikelschmelzen und Kavitations-
blasenbildung ausbleiben. Die gepulste Bestrahlung ist erforderlich, um die
Temperaturerh6hung auf die Partikelumgebung zu beschréanken, und die 1an-
gere Wiarmezufuhr sollte nach der Arrhenius-Theorie trotz vergleichsweise
niedriger Denaturierungsraten noch zu einer nennenswerten Inaktivierung
von gebundenen Proteinen fiihren. Welche Pulsdauern (fs, ps, ns) und Be-
strahlungszeiten bei diesem Verfahren am besten geeignet wiren, und ob hin-
reichende Denaturierungsraten iiberhaupt erzeugt werden konnen, werden

zukiinftige Untersuchungen zeigen.
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Abkurzungs- und

Symbolverzeichnis

6Au 6 nm Goldpartikel

15Au 15 nm Goldpartikel

30Au 30 nm Goldpartikel

15Au-AP 15 nm Goldpartikel mit direkt gebundenen AP-Molekiilen

15Au-AP+BSA

15Au-HRP

15Au-HRP+BSA

15Au+5-Gal

15Au+SAP

15Au-Mib1+AP

15Au-Rezap-AP

15 nm Goldpartikel mit direkt gebundenen AP-Molekiilen
und mit BSA stabilisiert

15 nm Goldpartikel mit direkt gebundenen HRP-Molekiilen

15 nm Goldpartikel mit direkt gebundenen HRP-Molekiilen
und mit BSA stabilisiert

15 nm Goldpartikel, versetzt mit Beta-Galactosidase

15 nm Goldpartikel, versetzt mit alkalischer Phospha-

tase aus Eismeergarnelen

15 nm Goldpartikel mit gebundenen Mib-1-Antikorpern,
versetzt mit AP

15 nm Goldpartikel mit gebundenen Rezap-Antikorpern
und daran gebundenen AP-Molekiilen

relative Enzymaktivitat (%)
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ar,br, elektrischer und magnetischer Streukoeffizient

Ay priexponentieller Faktor (s™1)

Ak Antikorper

AP alkalische Phosphatase aus der Rinderdarmschleim-
haut

[-Gal Beta-Galactosidase aus dem Bakterium E. coli

BSA Rinderserumproteine

ca Konzentration des Reaktanden A (kg m?)

Cp spezifische Wiarmekapazitit bei konstantem Druck
(J kg™t K7

E, Aktivierungsenergie (J mol ~1)

E, Energie einer Kavitationsblase (J)

€(N) komplexe, frequenzabhéngige dielektrische Funktion

f Brennweite (m)

Gk Grenzflichen-Wirmeleitfihigkeit (W m~2 K1)

H Bestrahlung oder Fluenz (J m™2)

Hio, Bestrahlungsdosis fiir eine 50%-ige Proteininaktivie-
rung (J m™?)

HR532 hochreflektierend fiir 532 nm

HRP Meerrettich-Peroxidase (horseradish peroxidase)

HT1064 hochtransmittierend fiir 1064 nm

IEP Isoelektrischer Punkt

K Wirmeleitfihigkeit (W m~ K1)
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NALI
NPCS

OD

Do
Do
Du,i

DPsat

Qabs

Geschwindigkeitskonstante einer Reaktion (s™*)

spezifische Warmediffusivitiat oder Temperaturleitfa-
higkeit (m? s™')

Boltzmann-Konstante (1,381 107 J/K)
Wellenlénge (m)

Permeabilitatszahl

Viskositét (Pa s)

Nanopartikel-assistierte Laserinaktivierung
Nanopartikel-Zellchirurgie (nanoparticle cell surgery)
optische Dichte (bei 520 nm)
Schédigungsintegral

atmosphirischer Standarddruck (1,013 10° Pa)
Blaseninnendruck (Pa)

Initialdruck der Blase (Pa)
Sattigungsdampfdruck (Pa)

volumetrische Leistungsdichte (W m™?)
Absorptionseffizienz oder QQ-Faktor
Wiirmefluss (J s™1)

Restaktivitit (%)

Partikelradius (m)

maximaler Gasblasenradius (m)

universelle Gaskonstante (8,314 J K~ mol™)
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p Dichte (kg m™3)

pCp volumetrische Wirmekapazitit (J m™ K1)

Ry Kapitza-Wirmeleitungswiderstand (m? K W—1)

R Blasenexpansionsgeschwindigkeit (m s™!)

R, spezifische Gaskonstante (J K™! kg™!)

S Entropie (J mol™! K1)

SAP alkalische Phosphatase aus der Darmanhangdriise von
Eismeergarnelen

o Oberflichenspannung (N m™')

Oabsy Oexty Ostr

S

Wirkungsquerschnitt fiir Absorption, Extinktion und

Streuung (m?)

Temperatur (K oder °C)

Raumtemperatur (20 °C)

Relaxationszeit (s)

Kollapszeit einer Blase (s)

kritischer Punkt von Wasser (647,1 K; 22,06 MPa)
Siedepunkt (K oder °C)

Schmelztemperatur (K oder °C)
Nukleationstemperatur (K oder °C)

spinodaler Punkt bei Normaldruck (582 K; 101,3 kPa)

Wendepunkt in der Schulter der Proteininaktivierungs-

kurve (J m~?)
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