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Zusammenfassung

Phagozytose ist ein essentieller Teil des Immunsystems und ein hochkomplexer, aktiver, durch
Aktin-Remodellierung mediierter Prozess. Die vorliegende Arbeit befasst sich mit der zellmechani-
schen Untersuchung der Phagozytose mit Fokus auf der Rolle des Strukturproteins Aktin. Hierfiir
wird im ersten Teil eine - im Rahmen dieser Arbeit erstellte - Arbeitsstation zur Beobachtung von
lebenden Zellen und zur zellmechanischen Untersuchung mittels holografischer optischer Fallen
vorgestellt und diskutiert. Im zweiten Teil wird der biophysikalischen Fragestellung nachgegangen,
inwieweit sich die Rolle von Aktin in den Phasen der Partikelinternalisierung und des nachfolgen-
den Phagosomtransports experimentell nachweisen und quantifizieren ldsst. Aktinremodellierung
ist ein wesentlicher Bestandteil der Phagozytose, die Langen- und Zeitskalen der Aktinremodellie-
rung wihrend der Phagozytose wurden bisher jedoch noch nicht eindeutig identifiziert. Ein besseres
Versténdnis dieser zellmechanischen Vorgénge der Phagozytose kann zur Bekdmpfung von Autoim-

munerkrankungen beitragen und ist Ziel dieser Arbeit.

Zur Beantwortung dieser Fragen werden Techniken der Mikromanipulation und Mikroskopie ver-
wendet. Eine Abnahme der globalen Phagozytose-Effizienz mit steigendem Grad der Inhibierung
der Aktin-Polymerisierung in J-774A.1-Zellen wird durch Nachweis erfolgreicher Partikelinterna-
lisierung mittels Fluoreszenz-Mikroskopie gemessen. Mit Hilfe von holografischen optischen Fallen
wird der Einfluss von Aktin auf die zellmechanischen Eigenschaften wihrend der Partikelinternali-
sierung untersucht. Im Rahmen der Experiment-Limitierungen kann in J-774A.1-Zellen mit einem
intakten Aktin-Netzwerk eine Zunahme der lokalen Zellsteifigkeit mit fortschreitender Partikelin-
ternalisierung nachgewiesen werden, eine Anderung der Viskoelastizitit der phagozytierenden Zel-
len ist in den Experimenten nicht feststellbar. Die Quantifizierung der Rolle von Aktin wihrend
des Partikeltransports erfolgt mit Hilfe von magnetischen Pinzetten. Die Inhibierung der Aktin-
Polymerisierung hat hierbei eine Reduktion der Transportgeschwindigkeiten und eine Zunahme der
Transportpausen zur Folge. Mit einer experimentellen Technik zur Beobachtung der Phagozytose
im Zellprofil und einer experimentellen Anwendung der Kombination von Echtzeit-Partikeltracking
mit riickgekoppelter Probenpositionierung werden zusétzliche Ansétze présentiert, mit denen sich
das Fortschreiten der Membranumhiillung wahrend der Partikelinternalisierung detailliert beob-
achten und spezifizieren lasst. Die prasentierten Ergebnisse weisen den direkten Einfluss von Aktin
auf die Partikelinternalisierung und den Phagosomtransport zellmechanisch nach. Fiir eine hohe
Phagozytose-Wahrscheinlichkeit und eine charakteristische Partikelauslenkung in Folge der Pha-
gozytose ist eine intakte Aktin-Struktur notwendig. Die gemessenen Zeitskalen einer Zunahme der

Zellsteifigkeit withrend der Partikelinternalisierung liegen in der Gréfenordnung von 102 s.
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Abstract

Phagocytosis is an essential part of the immune system and a highly complex, active process.
Among others, phagocytosis is mediated via a remodelling of the structural protein actin. In this
thesis, the cell mechanics during phagocytosis are studied. The research focus lies on the role of
actin during phagocytosis. In the first part of this thesis, a work station for live cell microscopy and
the investigation of cellular mechanics via holographic optical traps is introduced and discussed.
The second part of this thesis addresses the biophysical question of how to proof and quantify the
role of actin during phagocytic uptake of the target particle and sucessive intracellular phagoso-
mal transport. The length- and timescales of actin remodelling, a key part of phagocytosis, have
not been clearly identified yet. A better understanding of such cellmechanical processes will help

fighting autoimmune diseases and is an intention of this thesis.

To answer these questions, micromanipulation techniques and optical microscopy are used. A de-
crease of the global phagocytosis efficiency in J-774A.1 cells with increasing grade of the inhibition
of the actin polymerisation is measured with fluorescence microscopy. Holgraphic optical traps are
used to investigate the mechanical properties of the cell during phagocytic uptake. Within the limi-
tations of the experimental design, J-77/A.1 cells with undisturbed actin network show an increase
of the local cell stiffness during phagocytic uptake. However, changes in the local viscoelasticity
of the cells are not measured. The quantification of the role of actin during phagosomal transport
is done via magnetic tweezers studies. Inhibition of actin polymerisation results in reduced trans-
port velocities and increased pause phases during phagosomal transport. Finally, a technique for
side-view observation of phagocytosis and a piezo stage feedback-loop based on real-time partic-
le tracking are presented, which enable detailed studies of membrane wrapping during phagoytic
uptake. The results of this thesis proof the direct influence of actin on particle internalisation and
phagosomal transport via cell mechanical studies. An intact actin network is essential for efficient
internalisation and a characteristic particle displacement during uptake. The time scales of an in-
crease of the cellular stiffness during particle internalisation were measured to be in the order of
107 s.
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KAPITEL ]_

Einleitung

There are these two young fish swimming along and they happen
to meet an older fish swimming the other way, who nods at them
and says “Morning, boys. How’s the water?” And the two young

fish swim on for a bit, and then eventually one of them

looks over at the other and goes “What the hell is water?”

- David Foster Wallace, (1962-2008) -

Die Art und Weise naturwissenschaftlichen Erkenntnisgewinns hat sich im Laufe des letzten Jahr-
hunderts sehr stark verindert. So veréffentlichte Albert Einstein! im Jahre 1905, in seinem soge-
nannten annus mirabilis, gleich vier wissenschaftliche Abhandlungen, welche unser heutiges physi-
kalisches Versténdnis grundlegend verinderten (,Uber einen die Erzeugung und Verwandlung des
Lichtes betreffenden heuristischen Gesichtspunkt®, LUber die von der molekularkinetischen Theo-
rie der Wirme geforderte Bewegung von in ruhenden Flissigkeiten suspendierten Teilchen, ,Zur
Elektrodynamik bewegter Korper® und ,Ist die Trigheit eines Korpers von seinem FEnergieinhalt
abhdingig?“in Annalen der Physik [1, 2, 3, 4]). An dem Nachweis von Gravitationswellen? im Jahre
2016, welche ebenfalls bereits von Einstein postuliert wurden [5], waren hingegen iiber tausend
Wissenschaftler mafgeblich beteiligt (,,Observation of gravitational waves from a binary black hole
merger in Physical Review Letters 116 [6]). Grundlegende wissenschaftliche Arbeiten einzelner
Forscher werden immer seltener, kollaborative Arbeiten riicken in den Vordergrund. Dies l&sst sich
zum einen durch die stark gestiegenen technischen und experimentellen Anforderungen an Aufbau-
ten und Messapparaturen erklaren. Zum anderen erfordert die Beantwortung immer detaillierterer
Fragestellungen in stark spezialisierten Themengebieten ein hohes Mafs an interdisziplindrem De-
tailwissen. Diese Tendenzen zeigen sich in nahezu allen Bereichen der wissenschaftlichen Forschung.
Im Fall der Biophysik lassen sich diese Aspekte unter anderem am Beispiel der Phagozytose auf-
zeigen.

Phagozytose, erstmalig systematisch untersucht von Elias Metchnikoff [7], bezeichnet den Pro-
zess der zelluldren Internalisierung und sukzessiven Zersetzung von grofen Partikeln, wie zum
Beispiel Pathogenen oder Bakterien, und ist ein essentieller Teil des vertebralen Immunsystems

[8, 9, 10]. Eine erfolgreiche Phagozytose erfordert ein hochkomplexes, geregeltes Zusammenwirken

lhttps://www.nobelprize.org/ - Physik Nobel-Preis 1921 an A. Einstein fiir die Entdeckung des Photoeffekts,
offizielle Seite des Nobel-Preises, Stand November 2018

?https://www.nobelprize.org/ - Physik Nobel-Preis 2017 an B. C. Barish, K. S. Thorne, R. Weiss fiir ihre
Beitrage zur Beobachtung von Gravitationswellen, offizielle Seite des Nobel-Preises, Stand November 2018


https://www.nobelprize.org/prizes/physics/1921/summary/
https://www.nobelprize.org/prizes/physics/2017/summary/

1. Einleitung

von aufeinanderfolgenden und sich gegenseitig bedingenden zellbiologischen, biochemischen und
zellmechanischen Vorgdngen. Zahlreiche Studien auf den Gebieten der Immunologie, Biophysik
und/oder Zellbiologie tragen zu einem immer weiter fortschreitenden Verstéindnis der einzelnen
Vorgénge bei [11, 10, 12]. So induzieren zum Beispiel sogenannte Transmembranrezeptoren durch
Anbindung an das zu internalisierende Pathogen und ihre damit verbundenen Konformationsdnde-
rungen eine Reihe von aufeinanderfolgenden intrazelluldren chemischen Reaktionen, beispielsweise
Protein-Phosphorylierungen. Diese Signalkaskaden bewirken unter anderem eine Polymerisierung
und Remodellierung von Aktinfilamenten und eine Rekrutierung der zur Internalisierung benétig-
ten zusétzlichen Zellmembran entlang der Kontaktfiche zwischen Zelle und Pathogen [8, 9]. Die
Vielzahl an der Identifizierung eines Pathogens beteiligten Rezeptoren und die zahlreichen damit
verbundenen unterschiedlichen, zeitgleich ablaufenden Signalkaskaden [12] verdeutlichen die enor-
me Komplexitit der Phagozytose und die Schwierigkeit der Identifizierung von Zusammenhéngen.
Viele der zur Phagozytose beitragenden Vorgidnge und ihr genaues Zusammenspiel - genannt seien
hier beispielsweise die Frage nach den Urspriingen und dem Zusammenwirken der von der Zelle
aufgebrachten Kréfte, der Mechanismus der Phagosombildung nach vollstandiger Membranumhiil-
lung des Pathogens oder die Rolle von Aktin wihrend der verschiedenen Phasen der Phagozytose
- bleiben daher bisher in vielen Teilen unverstanden [10, 13]. Die Kenntnis dieser Vorgénge der
Phagozytose kann zu einem besseren Verstdndnis und damit zur Bekdmpfung von Autoimmuner-
krankungen beitragen [11]. So ldsst sich beispielsweise der sogenannte Wiskott-Aldrich Syndrom
Immundefekt [14] unter anderem auf eine gestérte Aktin-Remodellierung und eine damit einherge-
hende beeintriichtigte Phagozytose [15] zuriickfiihren. Die Langen- und Zeitskalen der Aktinremo-
dellierung wéihrend der Phagozytose wurden bisher nicht eindeutig identifiziert und erst ansatzweise
untersucht [16, 17|. Eine Fragestellung dieser Arbeit ist daher, wie sich die Rolle von Aktin wih-
rend der Partikelinternalisierung und wahrend des Phagosomtransports experimentell nachweisen

und quantifizieren l&sst.

Zur Beantwortung einiger der oben erwahnten offenen Fragen zur Phagozytose bedarf es eines ho-
hen technischen Aufwandes. Zum Versténdnis der natiirlichen Vorgénge wihrend der Phagozytose
ist die Beobachtung der Zellen unter physiologischen Bedingungen fiir den Zeitraum notwendig, in
dem die Phagozytose stattfindet. Messung und Quantifizierung von zellmechanischen Eigenschaften
wéahrend der Phagozytose, wie zum Beispiel Membranspannung, Membrankriimmung oder invol-
vierte intrazelluldre Kréfte, erfordern moderne Techniken der zellularen Mikromanipulation, wie
zum Beispiel Mikropipetten und optische oder magnetische Pinzetten. Hohe zeitliche Messauflosun-
gen und die Messung von intrazelluldren Vorgéngen lassen sich mit Hilfe von Hochgeschwindigkeits-
mikroskopie in Kombination mit modernen bildgebenden Techniken wie Fluoreszenzmikroskopie
von markierten Proteinen erreichen. Um die in diesen oder &hnlichen Untersuchungen erzeugten
mitunter sehr groffen Datenmengen effektiv verarbeiten zu kénnen, bedarf es eines hohen Mafes
an automatisierter Datenverarbeitung und -auswertung. Eine moglichst vielseitige Arbeitsstation
zur zellmechanischen Untersuchung von Phagozytose an lebendigen Zellen kombiniert folglich viele

der genannten Aspekte in einem einzelnen Aufbau.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde eine solche Arbeitsstation, welche die zellmechanische Untersu-
chung von Phagozytose an lebendigen Zellen und zelluldre Mikromanipulation mittels holografi-
scher optischer Fallen ermdoglicht, geplant, aufgebaut und charakterisiert. Mit optischen Fallen wur-
de die Phagozytose von funktionalisierten Partikeln in Maus-Makrophagen der Zelllinie J-774A.1
préazise induziert und die zeitliche Entwicklung der Zellsteifigkeit der Kontaktregion zwischen Zel-

len und Partikeln wéhrend der fortschreitenden Partikelinternalisierung bestimmt. Mit Hilfe von



1.1. Aufbau dieser Arbeit

optischen Fallen und magnetischen Pinzetten wurde des Weiteren die Frage untersucht, inwieweit
sich die Beteiligung von Aktin an Partikelinternalisierung und an den darauffolgenden intrazel-
luldren Phagosomtransportprozessen mit Hilfe von zellmechanischen Kenngrofen charakterisieren

lasst. Diese Arbeit ist dabei wie folgt strukturiert.

1.1. Aufbau dieser Arbeit

Kapitel 1 liefert eine kurze Einfiihrung in die Thematik und erldutert den Aufbau dieser Arbeit.
In Kapitel 2 werden die géngigen Techniken zur zellularen Mikromanipulation vorgestellt und
in einen biophysikalischen Zusammenhang beziiglich relevanter Krifte und Grofenordnungen auf
zellulérer Ebene gestellt. Die in dieser Arbeit verwendeten Techniken der (holografischen) optischen
Falle (Abschnitt 2.1) und der magnetischen Pinzette (Abschnitt 2.2) werden detailliert diskutiert.
Besonderer Fokus liegt hierbei auf der Erlauterung des physikalischen Prinzips von optischen Fallen,
den Techniken zu ihrer Kalibration sowie der Theorie von holografischen optischen Fallen und ihrer

experimentellen Realisierung mittels rdumlicher Licht-Modulatoren (spatial light modulators).

In Kapitel 3 wird der biologische Hintergrund dieser Arbeit erldutert, beginnend mit einer kurzen
Einfihrung in die Biologie und Zellmechanik der Phagozytose und Verweisen auf die zugehorige
Fachliteratur. Zur besseren Systematisierung lasst sich der Prozess der Phagozytose in vier Pha-
sen (Initiierung - Membranumbhiillung - Phagosombildung - Phagosomreifung) kategorisieren (Ab-
schnitt 3.1). Mit den einzelnen Phasen verbundene bisher unbeantwortete wissenschaftliche Fragen
(Abschnitt 3.2) und der Bezug zu dieser Arbeit (Abschnitt 3.3) werden vorgestellt. Der experimen-
telle Nachweis der Rolle von Aktin wédhrend der Partikelinternalisierung und des nachfolgenden
Phagosomtransports sowie deren Quantifizierung soll in dieser Arbeit als zentrale Fragestellung
dienen. Die gewdhlten experimentellen Herangehensweisen zur Beantwortung dieser Fragen wer-
den in Kapitel 5 dargelegt.

Ein Grofsteil der durchgefithrten Arbeiten bestand in der Planung, dem Aufbau und der Charak-
terisierung eines experimentellen Aufbaus zur Echtzeit-Messung von Phagozytose und optischer
Mikromanipulation. Die Diskussion dieses Aufbaus, seiner wesentlichen Merkmale und Limitierun-
gen sind Gegenstand des Kapitels 4.

Kapitel 5 beinhaltet die im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten Experimente zur Charakterisie-
rung des Aktineinflusses und zur Messung der zellmechanischen Eigenschaften wéhrend der Phago-
zytose. Die Untersuchungen zum Aktineinfluss befassen sich mit der Bestimmung der Phagozytose-
Effizienz von J-774A.1-Zellen (Abschnitt 5.2) und der Charakterisierung des intrazelluléren Pha-
gosomtransports (Abschnitt 5.5) unter verschiedenen Graden der Inhibierung der Aktin-Polymeri-
sierung. Mit Hilfe von blinking traps-Experimenten werden die Entwicklung der Zellsteifigkeit und
der Viskoelastizitét der Zelle wéhrend der Phase der Partikelinternalisierung bestimmt (Abschnitt
5.3). Des Weiteren wird eine experimentelle Technik eingefiihrt, mit der sich die Phagozytose mit
Hilfe der optischen Pinzette induzieren und gleichzeitig unter Beobachtung der Zelle im Profil
studieren lésst (Abschnitt 5.4).

Abschliefsend werden in Kapitel 6 die zentralen Aspekte und Erkenntnisse dieser Arbeit zusam-
mengefasst und aufbauend auf den in Kapitel 5 diskutierten Ergebnissen einige spannende Ansétze

fiir weiterfithrende Studien vorgeschlagen.






KAPITEL 2

Mikromanipulation von Zellen

Kréfte, die von Zellen - zum Beispiel extrazelluliar per Membranrezeptoren oder intrazelluldr durch
molekulare Motoren - iibertragen werden, liegen typischerweise in der Gréfenordnung einiger pN
bis nN, wie an den in Tabelle 2.1 aufgelisteten Beispielen verdeutlicht wird. Zelluldre Kréfte dieser
Grofenordnung lassen sich mit einer groffen Anzahl an experimenteller Techniken quantifizieren
[18, 19].

Eine besondere Rolle wird hierbei den sogenannten Mikromanipulationstechniken zu Teil, weil die-
se eine direkte Kraftausiibung auf die Zelle sowie eine direkte Zellinteraktion ermoglichen. Weit
verbreitete Techniken zur Mikromanipulation sind optische Fallen (optical traps oder auch optische
Pinzetten, optical tweezers, OT) [20], magnetische Pinzetten (magnetic tweezers, MT) [21] sowie das
Rasterkraftmikroskop (atomic force microscope, AFM) [22, 23]. Eine direkte Kraftausiibung erfolgt
mit Hilfe des AFM durch direkten Kontakt der AFM-Spitze mit der zu vermessenden Probe [24, 25].
Die Auflésung und Sensitivitidt einer AFM-Messung héngt also stark von der Spitzenbeschaffen-
heit ab. Bei optischen und magnetischen Pinzetten erfolgt die Kraftiibertragung und Kraftmessung
indirekt mittels in den Kraftfeldern befindlicher Partikel. Die entsprechenden Kraftfelder werden
hierbei durch optische, beziechungsweise magnetische Kréfte erzeugt. Eine Weiterentwicklung der
magnetischen Pinzetten stellt die Technik der sogenannten magnetic twisting cytometry (MTC) dar
[26, 27], welche durch Anwendung hochfrequenter wechselnder magnetischer Felder unter anderem
die Messung von zelluldren Spannungs-Verformungskurven und damit die Bestimmung des zellu-
laren Elastizitdtsmoduls ermoglicht. Ebenfalls zu den Techniken der zellularen Mikromanipulation
zéhlen die Mikropipette (micro pipette, MP) [28, 16], welche die Zelle durch Erzeugung von Un-
terdruck an der Pipettenspitze festhilt sowie Mikrofluidik-Kammern (microfluidic channel, MFC)
[29, 30], mit denen sich unter anderem Scherkriifte an Zellen in einem Stromungsprofil messen
lassen. Im Vergleich zu den bisher genannten Techniken erfolgt die Kraftausiibung in den beiden
letztgenannten Techniken auf die gesamte zu untersuchende Zelle, es lassen sich somit nur globale
Zellparameter bestimmen. Eine Zusammenfassung der charakteristischen Merkmale und Unter-
schiede der hier kurz vorgestellten Techniken zur zelluldren Mikromanipulation ist in Abbildung
2.1 dargestellt.

Die im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten Experimente der Mikromanipulation und Kraftmes-
sung an Makrophagen wurden mit Hilfe von optischen Fallen und magnetischen Pinzetten durch-
gefithrt, auf die in den folgenden Abschnitten dieses Kapitels daher genauer eingegangen wird.
Die optische Falle wurde in der Realisierung als holografische optische Falle zur Induzierung der

Phagozytose durch Herstellung des Zell-Partikel Kontakts und zur Charakterisierung des darauf-
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Kraft Groéfenordnung® gemessen mit Vero6ffentlichung
Haltekraft Dynein-Motor 1pN oT [31]
Haltekraft Aktin-Filament 1pN oT [32]
Haltekraft Kinesin-Motor 5—T7pN oT [33, 31]
a5/ Integrin-ECM Bindung 10 pN AFM [34]
Offnen eines Membran Ionen- 10 pN MT 135]
Kanals
Zel.l—Zell Wechselwirkungskraft 5— 20pN OT 136]
zwischen Immunzellen
Kraft einer RNA Polymerase wih-

25 pN AFM
rend der Transkription op [37]
Bindungskraft Biotin-Streptavidin 250 pN AFM [38]
Kraft zwischen 2 DNA Stringen 1nN AFM [39]
Haltel.qraft einer einfachen kovalen- 1— 920N (z 11eV ) AFM 140]
ten Bindung 0,1nm
Abreifskraft Fokaler Adhésions- 100N MT 141

Kinasen (FAK)

Tabelle 2.1.: Ausgewidhlte Krifte auf der zelluliren Ebene. OT: optische Fallen, AFM: Raster-
kraftmikroskop, MT: magnetische Pinzetten. (*) Die Angaben dienen zur Einordnung der Krafte und
wurden den jeweiligen Veroffentlichungen entnommen, genaue Details zu den jeweiligen experimentellen
Quantifizierungen (zeitliche Auflésung, Belastungsrate, Messunsicherheiten etc.) finden sich in den Origi-
nalpublikationen.

folgenden zelluldren Aufnahmeprozesses verwendet. Mit Hilfe der magnetischen Pinzette wurden

bereits internalisierte Partikel ausgelenkt und das intrazelluldare Transportverhalten charakterisiert.

2.1. Mikromanipulation mit optischen Fallen

Das Bewegen und Fangen von Mikropartikeln durch Laserlicht wurde erstmals von Arthur As-
hkin 1970 demonstriert! [42]. Mit Hilfe eines stark fokussierten Laserstrahls lassen sich in ei-
nem geeigneten Medium dielektrische Partikel in der Grofenordnung der genutzten Wellenldnge
dreidimensional manipulieren [43]. Aufgrund ihrer optischen Eigenschaften, insbesondere ihres ho-
hen Brechungsindex [44, 45], werden zum optischen Fangen haufig Polystyrol- oder Silica-Partikel
verwendet. Unter Beriicksichtigung der experimentellen Voraussetzungen, wie zum Beispiel eine
geeigneten Laser-Wellenlénge, das passende Medium und ausreichende Akzessibilitdt, lassen sich
biologische Proben, wie zum Beispiel lebende Zellen und Bakterien, ebenfalls in optischen Fal-
len fangen, so dass sie iiberleben kénnen und keine sichtbaren Konformationsénderungen erfahren
[46, 47].

Seit den Arbeiten von Ashkin haben sich optische Fallen - oft auch optische Pinzetten (optical twee-
zers) genannt - zu einem vielgenutzten Werkzeug fiir physikalische und biologische Anwendungen
entwickelt [48, 49, 50, 51|, mit denen sich Krifte in der Grofenordnung pN bis nN erzeugen und
messen lassen [52]. So konnten mit optischen Fallen unter anderem das Drehmoment der Fla-
gellenrotation von FE.coli Bakterien [53], die Haltekrifte und Schrittlangen molekularer Motoren
entlang Mikrotubuli [54, 33|, die Filopodien-Retraktion von Makrophagen [55] oder die Kraft ei-

Thttps://www.nobelprize.org/ - Physik Nobel-Preis 2018 an A. Ashkin, G, Mourou und D. Strickland fiir
bahnbrechende Erfindungen in der Laserphysik, offizielle Seite des Nobel-Preises, Stand November 2018


https://www.nobelprize.org/prizes/physics/2018/summary/

2.1. Mikromanipulation mit optischen Fallen

Technik Optische Falle Magnetische Falle Rasterkraftmikroskop
(optical trap, OT) (magnetic trap, MT) (atomic force microscope,
\ AFM)
[diese Arbeit] [121]
Kraftbereich pN - nN pN - 100 nN pN - 100 nN
Kraft- - an Testpartikel gebundene - an Testpartikel gebundene |- durch AFM-Spitze bestimmt
lokalisierung | Strukturen, ~100 nm Strukturen, ~100 nm ~10 nm
Vorteile - prazise Lokalisierung und - sehr groRer und variabler - sehr groBer und variabler
3D Kontrolle Kraftbereich Kraftbereich
- nicht-invasiv - hohe zeitliche Auflésung - hohe zeitliche Auflésung
- hohe zeitliche Auflésung - parallele Messungen moglich
Limitierungen |- Kraft beschrankt (< nN) - unprazise - niedriger experimenteller
- Aufheizen der Probe moglich | Partikelpositionierung Durchsatz
- Kraftausibung unidirektional | - Prazision von AFM Spitze
abhangig
typische - 3D Manipulation - intrazellulare Kraftmessung, |- Messung von
Anwendungen| - Kraftmessung von - Kraftmessung von viskoelastischen
Membranrezeptoren Membranrezeptoren Zelleigenschaften
Ausgewahlte |[20,50] [84, 109, 121] [25, 178]
Referenzen
A - P . f Mikrofluidik Kammern
Technik Magnetic Twisting Cytometry Mikropipette A S
(MTC) (micro pipette, MP) (microfluidic channel, MFC)
Kraftbereich pN - 100 nN pN - nN pN -nN
Kraft- - Bereich um Aktuatorpartikel - gesamte Zelloberflache - gesamte Zelle
lokalisierung ~1-10 um ~10 um ~ 10 um
Vorteile - Induzierung von Partikelrotation| - Einzelzellmessung in 3D - parallele Messungen
- grolRer Frequenzbereich moglich
- parallele Messungen moglich
Limitierungen |- unprazise - Messung globaler Parameter - Messung globaler
Partikelpositionierung - beschrankte Zell-Akzessibilitat Parameter
- beschrankte Zell-
akzessibilitat
typische - Mechanotransduktion, - Messung von Membran- - Ausiiben von
Anwendungen| - Messung von Zytoskelett- spannungen Scherkraften
Verformung - Phagocytic cup formation - Messung von
Ausgewihite AbreilRkraften
Referenzen [17, 26, 112] [16, 28, 176] [29, 30]

Abbildung 2.1.: Techniken zur Mikromanipulation von Zellen und ihre wesentlichen Merk-
male.
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Partikel

b a

Abbildung 2.2.: Prinzipskizze einer single beam gradient trap. Fiir transparente Partikel mit
Durchmesser a > \ lédsst sich das Prinzip der optischen Falle mit Hilfe der Strahlenoptik herleiten. Die
Lichtbrechung der Strahlen a und b an der Partikeloberflache erzeugt die in Richtung Laserfokus f gerich-
tete resultierende Kraft F, + F;, = F, die gegen die Streukraft (nicht eingezeichnet) wirkt, und somit ein
stabiles dreidimensionales Fangen des Partikels ermoglicht. F, und Fy zeigen in Richtung des jeweiligen
Impulsiibertrags. Abbildung nach [63].

ner RNA-Polymerase wihrend der Transkription [56] bestimmt werden. Durch die Kombination
von optischen Fallen mit magnetischen Feldern zu sogenannten magneto-optical traps gelang das
Kiihlen und Fangen von einzelnen Atomen? [57]. Durch ihre stetige Weiterentwicklung und Verbes-
serung - zum Beispiel mit Hilfe optischer Phasenkonjugation [58], durch strukturierte Lichtfelder
[59] und weitestgehende Automatisierung [60], insbesondere durch per Flidchenlichtmodulatoren
ansteuerbare holografische optische Fallen (siehe Kapitel 2.1.3) - bieten optische Fallen neuartige
Méoglichkeiten der Mikromanipulation im Bereich Biophotonik und Licht-Robotik [49, 61].

Das physikalische Prinzip einer optischen Falle basiert auf der Uberwindung der durch den Strah-
lungsdruck des Laserlichts hervorgerufenen Streukraft, welche in Richtung des Energietransports
des elektromagnetischen Feldes wirkt. Dies kann, wie bereits in den Arbeiten von Ashkin de-
monstriert, durch Wand- oder Graviationskréfte, durch einen zweiten gegenldufigen Laserstrahl
oder durch die Erzeugung eines starken Intensitétsgradienten der Lichtverteilung realisiert werden
42, 62).

Der zuletzt genannte Fall einer sogenannten single beam gradient trap lasst sich fiir transparente
Partikel, deren Durchmesser mit a > A signifikant grofer als die Wellenlédnge des zum optischen
Fangen benutzten Lasers sind (Mie-Regime) und deren Brechungsindizes n signifikant grofer als
die des umgebenden Mediums, mit Hilfe der Strahlenoptik herleiten [43, 63]. Aufgrund des Im-
pulsiibertrags der Lichtverteilung auf das Partikel resultiert eine der Steukraft entgegenwirkende
Kraftkomponente F', wie in Abbildung 2.2 skizziert. Eine Herleitung der optischen Kréfte fiir kleine
Partikel mit a < A liefert der folgende Abschnitt.

2.1.1. Optische Krafte

Fiir sphérische Partikel, deren Durchmesser mit a < A signifikant kleiner als die Wellenldnge des

zum optischen Fangen benutzten Lasers sind, lassen sich die auf das Partikel wirkenden optischen

2https://www.nobelprize.org/ - Physik Nobel-Preis 1997 an S. Chu, C. Cohen-Tannoudji und W. D. Philips
fir die Entwicklung von Methoden zum Kiihlen und Fangen von Atomen, offizielle Seite des Nobel-Preises,
Stand November 2018


https://www.nobelprize.org/prizes/physics/1997/summary/

2.1. Mikromanipulation mit optischen Fallen

Krifte mit Hilfe der Rayleigh Ndherung herleiten [64, 65, 66]. Die Partikel, an denen die Licht-
streuung erfolgt, werden in der Rayleigh Ndherung als Ansammlung mikroskopischer Dipole in
einem elektrischen Feld E ausgedriickt. Demnach besitzt ein Dipol mit Volumenelement V' und

Brechungsindex n, das Dipolmoment p mit
p =con2,VaE , (2.1)

wobei ¢p die Permittivitat, n,, der Brechungsindex des umgebenden Mediums und « die Polari-

m2—1
m2+2

den Dipol wirkende elektromagnetische Feld erzeugt eine Lorentz-Kraft Fq mit [65, 67]

sierbarkeit mit o = 3 und m = ny,/n, mit m > 1 bedeuten. Das durch das Laserlicht auf

Fd:(p~V)E+aa—It)><B. (2.2)

Durch Einsetzen der Vektoridentitit (E - V)E = 1VE? — E x (V x E) und des Faradayschen

Gesetzes V x E = —%—? lasst sich (2.2) mit (2.1) umformulieren zu
1 OE
Fq = en’ Va (QVEZ' + 5 % B) : (2.3)

Monochromatische elektromagnetische Wellen mit einer Feldverteilung E(x,t) = Eq(x) exp™! am
Ort x = (x,y, 2) oszillieren mit sehr grofen optischen Frequenzen (fiir A = 1064nm ist w =
2reA™t &~ 1,7-107 15571, so dass die Mittelung iiber ein grofes Zeitintervall eine Vielzahl an

optischen Zyklen beinhaltet und somit der zweite Term in (2.3) verschwindet [67] mit

2
Fq = WVEOQ(X) . (2.4)
Hierbei wurde die zeitliche Mittelung (Fa(x,t)), = w verwendet. Die auf das ge-

samte dielektrische Partikel wirkende optische Kraft F erhélt man durch Integration der elektro-

magnetischen Kraftdichte f = % iiber das Partikelvolumen

2
F— /de - %/VEOMV . (2.5)
1% Vv

Das elektrische Feld Eq setzt sich aus einem einfallenden und einem am Partikel gestreuten Teil
zusammen mit Eg = E; + Eg. Damit und nach Anwenden des Gaufischen Integralsatzes 1dsst sich

(2.5) auflésen zu
eon2,a eon, o

F =
4

fn(\Es|2+EiE: + E{Es) dA . (2.6)

/V|Ei\2dV+
|4 ov

Das erste (Volumen-)Integral beinhaltet somit nur noch die Komponente des einfallenden E-Feldes
E; und ist proportional zum Intensitdtsgradienten der E-Feld-Verteilung, es beschreibt daher
die Gradientenkraft Fgraq. Fiir kleine Partikel, bei denen die Rayleigh-Gans-Naherung (Born-
Néherung 1. Ordnung) giiltig ist, lisst sich Fgraq mit dem Ausdruck Io(x) = <or=|E?| fiir die

einfallende Intensitét vereinfachen zu [66]

NV
2c

Fyrad = VIp(x) . (2.7)



2. Mikromanipulation von Zellen

Fgraq wirkt in Richtung des Intensitétsgradienten.

Das zweite (Oberflichen-)Integral in (2.6) driickt die Anteile des an der Partikeloberfliche mit
Normalenvektor n gestreuten E-Feldes Eg aus und wird daher als Streukraft Fgireu bezeichnet.
Eine vereinfachte Darstellung von Fgirey flir sphérische Rayleigh-Partikel ldsst sich geméf [43]
herleiten zu

NmPstreu

Fstreu = (28)

c
wobei Pgireu die gestreute Leistung bezeichnet. Fgiren ist proportional zum durch den Poynting-
Vektor S = E x B beschriebenen Energiefluft und zeigt in S-Richtung (sieche (2.3)). Fiir stabiles
dreidimensionales optisches Fangen miissen die der Streukraft Fgtreu entgegengerichteten axialen
Komponenten der Gradientenkraft Fgraq grofer sein als der Betrag |Fggreu| [43, 68].

Die in diesem Abschnitt diskutierten optischen Kréfte gelten fiir den Spezialfall spharischer Partikel
mit @ < A und n, > n,y,. Fiir den allgemeinen Fall lésst sich die optische Kraft auf ein dielektrisches
Streuobjekt ausdriicken durch [69, 70, 71|

F = / 60”2’”0‘ VIo(x)dV + ™ Iy (Coxt (c086;) — Ctren {cos0,)) k/ K| | (2.9)

c c
v

wobei a* die komplexe Polarisierbarkeit, I die einfallende Intensitdt am Ort des Streuobjektes

und Ceyt und Cgirey die Wirkungsquerschnitte fiir Extinktion und Streuung in stark fokussierten

elektromagnetischen Feldern bedeuten. k ist der Wellenvektor, (cos#;) und (cosfs) sind Assyme-

triefaktoren [72], welche sich durch Mie-Streutheorie bestimmen lassen [73, 69].

Die Fangeffizienz Q [69] mit
c

Pn,,

Q=F (2.10)

beschreibt die Qualitdt einer optischen Falle unabhingig von der einfallenden Laserleistung P.

2.1.2. Kalibration von optischen Fallen

Bei optischen Fallen erfolgt die Kraftiibertragung auf und die Kraftmessung an einer Lebendzelle
mit Hilfe eines optisch gefangenen Partikels. Im Gegensatz zu den Techniken der Kraftspektro-
skopie mit AFM oder Mikropipette erfolgt die Kraftmessung per optischer Falle also indirekt. Zur
Kraftmessung ist entsprechend eine Kalibration der optischen Falle notwendig. In diesem Abschnitt
werden die im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Techniken zur Kalibration von optischen Fallen
vorgestellt und diskutiert. Ausfiihrlichere Zusammenfassungen iiber die Methodik zur Fallenkali-

bration liefern die Quellen [50, 74, 75].
Ein Maf fiir die Steifheit einer optische Falle ist die Fallensteifigkeit oder trap stiffness k =
(Kg, Ky, Kz) mit
OF, OF, oF,
o=l k= =Y K, = . 2.11
" gz Oy " 0z (2.11)

K héngt nicht nur von den Falleneigenschaften, wie Laserleistung, Laserprofil und Numerischer

Apertur (N.A.) des zum Fangen verwendeten Objektivs, sondern auch von den Eigenschaften des
gefangenen Partikels (Grofe, Brechungsindex, Oberflachenbeschaffenheit) sowie dem Brechungs-
index des umgebenden Mediums und der Lage zur Probenoberfliche ab [63] und muss daher fiir
jeden Einzelfall neu bestimmt werden. Im Falle eines harmonischen Fangpotentials ist « konstant.

Die trap stiffness lasst sich aus den thermischen Positionsfluktuationen eines optisch gefangenen

10
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Abbildung 2.3.: Ubersicht der Methoden zur Fallenkalibration. (a) Skizze und Trajektorie eines
in der Hohe h optisch gefangenen Partikels mit Radius r. Anhand der auf innerhalb des Fangpotential
beschrinkten Partikelbewegung (hier —0,2pm < z < 0,2pum) lassen sich Riickschliisse tiber die Stirke
der optischen Falle ziehen. (b) Aus der Partikelbewegung berechnete eindimensionale Partikeltrajekto-
rie als Funktion der Zeit (2 pm grofes Partikel, 10kHz Bildrate). (c) Auftragung der Partikelpositionen
aus (b) als Histogramm und Berechnung der Varianz ¢? liefert die Fallensteifigkeit s, gemif (2.12). (d)
Leistungsspektrum S(v) der Partikelbewegung aus (b) in doppelt logarithmischer Auftragung. Die charak-
teristische Frequenz v, ergibt sich aus einem Lorentzfit gemaf (2.13). (e-f) Bestimmung des Kraftprofils
der optischen Falle mit Hilfe der step response Methode. (e) Relaxationen z(t) eines zur Zeit ¢ = 0 im
Abstand 2,5 nm befindlichen Partikels in die Gleichgewichtsposition nach Einschalten der optischen Falle,
dargestellt sind 4 sequentielle Relaxationen in —z Richtung. (f) Aus den Momentangeschwindigkeiten der
gesamten Partikelrelaxationen (in +x Richtung) ergibt sich gemé&f (2.14) das eindimensionale Kraftprofil.
Alle Daten wurden mit Hilfe des in dieser Arbeit beschriebenen Aufbaus aufgenommen, genaue Details der
Kalibrationsmessungen finden sich in Kapitel 4.

Partikels bestimmen. Fiir die eindimensionale Varianz o2 der Partikelposition gilt das Equiparti-
tionstheorem [76, 50] mit

1 1
knT = 5/%02 (2.12)

unter Annahme eines harmonischen Fangpotentials. T ist die Probentemperatur, kg die Boltzmann-
Konstante. Ein in wassriger Losung bei Raumtemperatur in einem harmonischen Fangpotential mit
ke = 100pNpum~! gefangenes Partikel vollzieht demnach Zitterbewegungen mit einer Standard-
abweichung der Grofenordnung o ~ 6nm. Nach (2.12) l4sst sich die trap stiffness aus den Fluk-
tuationen bestimmen, ohne dass Kenntnisse iiber die Viskositdt n des Mediums oder iiber genaue
Partikeleigenschaften und Partikelposition nétig sind. Allerdings fliefen eventuelle Storfaktoren,

wie zum Beispiel Laserdrift oder Rauschquellen, prinzipiell in die Berechnung von ¢? mit ein, o2

11
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ist also ein sogenannter biased estimator und liefert moglicherweise ein nicht erwartungstreues,

unterschitzes Mafs der trap stiffness [50].

Eine alternative Moglichkeit zur Bestimmung der trap stiffness liefert die Berechnung des Leis-
tungsspektrums (power spectrum) S, (v) von in optischen Potentialen gefangenen Partikeln [77, 50].
Sz (v) ergibt sich beispielsweise aus der Fourier-Transformation der Autokorrelation der Partikelbe-
wegung (Wiener-Khinchin-Theorem [78]). Das einseitige power spectrum S, (v) der aus den Parti-
kelfluktuationen berechneten Frequenzen v lasst sich nach [77] aus der charakteristischen Frequenz

v, und dem Stokes’schen Reibungskoeffizienten v berechnen zu

kT

Sac(l/) = 77W2(V62 T V2) .

(2.13)
Die charakteristische Frequenz mit v, = #,(277) ™" beschreibt den Ubergang der Frequenzen von
innerhalb des optischen Potentials beschrinkter Partikelbewegung (v < v.) zu den Frequenzen der

freien Partikeldiffusion (v > v.) und ist somit mit der trap stiffness verkniipft [77].

Anhand einer Frequenzanalyse des Leistungsspektrums S, (v) lassen sich mogliche Storfaktoren, die
die optische Falle beeinflussen, wie zum Beispiel Storfrequenzen elektronischer Bauteile, thermische
Drift oder Pointing-Instabilitdten des Laser, identifizieren. Eine sorgfiltige Interpretation des Leis-
tungsspektrums eignet sich deshalb gut zur Fehlerbehebung und zu einer prazisen Kalibration der
optischen Falle, kann jedoch aufgrund unvollstdndiger Kenntnis der Storeinfliisse sowie aufgrund
zuséatzlicher Effekte, wie zum Beispiel der Frequenzabhéngigkeit der Reibungskraft, sehr aufwendig
sein 79, 80]. Um das Leistungsspektrum bis hin zur maximal auftretenden Frequenz vp., korrekt
darzustellen, ist eine Abtastung des Positionssignals mit ausreichend hoher Frequenz vnyq > 2Vmax
erforderlich (Nyquist-Theorem [77]), weshalb zur Fallenkalibration hiufig Quadrantenphotodioden
oder, wie in dieser Arbeit, Hochgeschwindigkeitskameras verwendet werden. Zusétzlich kann in
manchen Féllen eine Fensterung des Eingangssignals notwendig werden [77].
Alternativ zur Bestimmung der Fallensteifigkeit lédsst sich eine optische Falle durch ihr Kraft-
profil charakterisieren. Das Kraftprofil der auf ein gefangenes Partikel wirkenden optischen Kraft
lasst sich mit Hilfe der Stokes’schen Reibungskraft bestimmen [81, 82|, welche fiir Partikelbewe-
gung in Systemen niedriger Reynoldszahlen gegeniiber vernachléssigbaren Tragheitseffekten der
dominierende Faktor ist [83, 84]. Auf ein sphérisches Partikel mit Radius r, das sich mit einer
Geschwindigkeit v in einem viskosen Medium bewegt, wirkt die Stokes’sche Reibungskraft Fyyae
mit

Firag =70 . (2.14)

Zur Bestimmung des Kraftprofils ist die Kenntnis des Stokes’sche Reibungskoeffizienten ~ mit
v = 6mnPr (2.15)
notwendig. r ist der Partikelradius und g ein Korrekturfaktor [85, 83], der mit
9 /r\ 1 r\3 45 e\t 1 5]
-GG B G- 56
ﬂ[16h+8h 256 \h 16 \h (2.16)
den Einfluss der Grenzfliche auf die Stokes Reibung beschreibt. Mit sinkendem Abstand h des ge-

fangenen Partikels zur Probenunterseite nimmt die Stokes’sche Reibung aufgrund von Scherfliissen

zu. Das laterale Fangprofil ldsst sich geméf (2.14) durch Anlegen einer viskosen Kraft Fy,ag, zum

12
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Beispiel mit Hilfe eines periodisch verfahrbaren motorisierten Probentisches, und Messung der Par-
tikelauslenkung bestimmen [82, 50]. Diese Methode der Fallenkalibration wird haufig als drag force
Methode bezeichnet. Mit der drag force calibration lasst sich das Kraftprofil bis hin zur maximalen
Kraft Fi.x, die von der optischen Falle aufgebracht werden kann und bei Partikelauslenkungen
x mit ¢ ~ r erreicht [63] wird, bestimmen. Im Falle Fyag > Finax entweicht das Partikel dem
Fangpotential. Alternativ ldsst sich das Fangprofil durch Messung der Partikelrelaxation x(t) eines
Partikels in die Gleichgewichtslage nach schneller Positionséinderung der optischen Falle und Be-
rechnung des resultierenden Geschwindigkeitsprofils bestimmen [81]. Diese haufig als step-response
calibration bezeichnete Methode ermdoglicht bei geeigneter Parameterwahl, insbesondere der Par-
tikelauslenkung, gegeniiber der drag force Methode die Bestimmung des gesamten Kraftprofils,
sowohl von harmonischen, als auch von nicht harmonischen Fallenpotentialen. Fiir reale Fangpo-
tentiale ermoglicht die Bestimmung des Kraftprofils eine direkte Abschitzung des Bereiches, in
dem die optische Kraft auf das Partikel anndhernd linear mit der Partikelauslenkung verlauft und
in dem das optische Fangpotential somit als harmonisch angeniihert werden kann. Eine Ubersicht

der beschriebenen Methoden zur Kalibration einer optischen Falle liefert Abbildung 2.3.

2.1.3. Holografische optische Fallen

Eine Moglichkeit, die Funktionalitdt einer optischen Falle zu verbessern, ist das Generieren meh-
rerer Fangpositionen. Durch Nutzung mehrerer optischer Fallen ldsst sich in geeigneten experi-
mentellen Anordnungen somit der experimentelle Durchsatz erhéhen. Fiir viele Anwendungen von
optischen Fallen ist eine Erhohung der Fallenanzahl intrinsisch notwendig. Zur kontrollierten Heran-
fithrung und Kraftmessung zwischen zwei Objekten werden beispielsweise mindestens zwei optische
Fallen benotigt [86]. Die Charakterisierung der Bewegung eines einzelnen Myosin-Motors entlang
eines Aktin-Filaments erfordert ebenfalls ein wohldefiniertes Festhalten der beiden Filament-Enden
mit Hilfe zweier optischer Fallen [87]. Nicht sphérische, ausgedehnte Fangobjekte lassen sich mittels
multipler optischer Fanggeometrien drehen und geometrisch ausrichten [88]. Durch die Kombinati-
on von holografischen optischen Fallen mit speziellen Partikeln, zum Beispiel mit stark aufheizbaren
Partikeln oder Trigerpartikeln, welche chemische Botenstoffe in die Umgebung abgeben, lassen sich

komplexe thermische bzw. chemische Gradientenfelder zur Zellstimulation erzeugen [89, 90].

Multiple optische Fanggeometrien lassen sich mechanisch und nichtmechanisch generieren. Mecha-
nisch erzeugt werden Mehrfachfallen zum Beispiel durch den Einbau zusétzlicher Laserquellen [91],
durch schnelle Positionsdnderung der Fangposition mittels hochfrequenter Spiegel oder akusto-
optischer Deflektoren [92, 93] oder durch die Verwendung eines interferometrischen Aufbaus, wel-
cher den einfallenden Laserstrahl in mehrere Strahlen aufteilt [94]. Nichtmechanisch lassen sich
Mehrfachfallen beispielsweise durch die Methode des generalisierten Phasen-Kontrasts [95, 96]
oder durch das Verwenden von diffraktiven optischen Elementen (DOE) [97, 98, 60] erzeugen.
Ein DOE prégt der einfallenden kohérenten Wellenfront eine charakteristische Phasenmodulation
auf, so dass das entstehende Interferenzmuster im Fernfeld der Fraunhofer-Beugung in eine ent-
sprechende Amplitudenverteilung tibergeht (wie in Abschnitt 2.1.3.1 beschrieben). Diese Art der
Realisierung von optischen Fallen nutzt also den vollstdndigen Wellencharakter der Lichtwelle und
wird daher als holografische optische Falle bezeichnet. Dynamische holografische optische Fallen
lassen sich mit variablen computer-generierten DOEs, welche zum Beispiel mit Hilfe von rédumli-

chen Licht-Modulatoren (spatial light modulator, SLM) dargestellt werden, generieren und steuern
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2. Mikromanipulation von Zellen

[99, 60]. Die Berechnung der auf den SLM-Displays dargestellten Phasenmuster erfolgt mit Hilfe
von Computer-Algorithmen [100, 101, 102].

2.1.3.1. Optische Fouriertransformation

Die Erzeugung von holografischen optischen Fallen mittels DOEs basiert auf dem Prinzip der
optischen Fouriertransformation. In der Fourier-Optik lassen sich ebene Wellen mit komplexer
Amplitude als Superposition von harmonischen Funktionen in Abhéngigkeit der Raumfrequenzen
’;—;,Vy = 5—; und lassen sich
in der paraxialen Ndherung (k, < k, k, < k) mit den Einfallswinkeln 6,,6, des Wellenvektors
k = (ky, ky, k.) mit k = 272~ verkniipfen zu

Vg, vy ausdriicken [67]. Die Raumfrequenzen sind definiert als v, =

ky ) ko <<k, oy <k
0, = arcsin (k) = arcsin Ay, ~ Ay (2.17)

(entsprechend 6, ~ A, ). Eine harmonische Funktion mit den transversalen Periodenldngen A, =
vyl A, = vy ! an der Stelle z = 0 entspricht einer ebenen Welle mit Ausbreitungsrichtung
0 = (6;,6,). Fir eine ebene Welle am Ort r = (z,y,z) mit komplexer Amplitude U(z,y,z) =

Aexp(—jkr), wobei A die komplexe Einhiillende beschreibt, gilt
U(z,y,z) = // F(vy,vy) exp|—i27 (vpx + vyy)] exp(—ik, z)dvydy, . (2.18)
Die komplexe Einhiillende F(v,,v,) mit

F(ug,vy) = //_OC flz,y) expli2n (vyx + vyy)]dzdy (2.19)

ist hierbei die Fouriertransformierte von f(x,y) [67] mit

flz,y) = //jo F(vg,vy) exp[—i2m (vpx + vyy)|dvgdy, (2.20)

Mit Hilfe der Fouriertransformation lassen sich die komplexen Amplituden der ebenen Welle im
Nahfeld f(z,y,0) und im Fernfeld g(«’,y’,d) mit d > 1 in Beziehung setzen. In der Fraunhofer-
Naherung (i—z <1, ,% < 1 mit 22 + 9?2 < a?, 2% + y? < b?) gilt

(2.21)

Die komplexe Amplitude g(z’,y’) der ebenen Welle im Fernfeld ist proportional zur Fourier-
Transformierten der harmonischen Funktion f(z,y). Der Faktor ¢ resultiert aus der Transfer-
funktion des freien Raums. Mit Hilfe einer Linse lésst sich das Fernfeld in der Fresnel-N&herung
(% < 1) ins Endliche holen, so dass die beiden Brennebenen der Linse die zugehorigen Fourier-
Ebenen bilden. Eine direkte Manipulation der ebenen Welle am Ort z = 0, zum Beispiel durch ein
diffraktives optisches Element, welches der transmittierten Welle eine Amplitudenverteilung auf-
priagt, oder durch Amplituden- und/oder Phasenmodulation per Flidchenlichtmodulator (spatial
light modulator, SLM) resultiert in eine wohldefinierte Amplitudenverteilung in der Fourier-Ebene.
Dieses Prinzip wird in holografischen optischen Fallen zur Phasenmusterberechnung und Erzeugung

komplexer Fanggeometrien genutzt.
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2.1. Mikromanipulation mit optischen Fallen

2.1.3.2. Phasenmusterberechnung

Phasenmuster zur Erzeugung von dynamischen optischen Fanggeometrien lassen sich unter ande-
rem mittels bindrer Such-Algorithmen [102], dem Gerchberg-Sazton (GS) Algorithmus [101] oder,
wie in dieser Arbeit realisiert, mit dem Gratings and Lenses (GL) Algorithmus [100] berechnen.
Der GS-Algorithmus basiert auf der Bildung von Fouriertransformation und inverser Riicktrans-
formation [101]. Mit Hilfe des GS-Algorithmus 14sst sich nach einem iterativen Prinzip die Pha-
senverteilung bestimmen, mit der eine Intensitétsverteilung in der Bildebene (zum Beispiel eine
ebene Welle) nach Aufmultiplikation in eine gewiinschte Intensitétsverteilung in der Beugungsebe-
ne (zum Beispiel eine Welle unter einem Einfallswinkel ) iibergeht [60]. Analytisch lassen sich
Phasenmuster anhand des Gratings and Lenses (GL) Algorithmus [100] berechnen. Eine laterale
Ablenkung des einfallenden gaufiférmigen Laserstrahls der Wellenldnge A wird hierbei durch das

Phasenmuster ®y)a,0(2,y) eines Blaze-Gitters mit

2T 2T

Pilaze,; (T, y) = (Ax,jx + ijy) mod 27 (2.22)

induziert. A, ; und A, ; entsprechen den Periodizitdten des Blaze-Gitters in x- bzw. y-Richtung.
Der Ablenkwinkel ap des Laserstrahls wird hierbei durch die Bragg’sche Beugungsbedingung [67]
A
51 = — 2.23
SiInap 2N ( )
von der Gitterperiodizitiat A bestimmt. Eine axiale Verschiebung um die Linge Az des Laserfokus

lasst sich durch das Phasenmuster ®gresner,;(2, y) einer Fresnel-Linse mit
(I)fresnel.,j (1[,’, y) = Fj ! (.’E2 + y2) mod 27 (224)

induzieren. I'; = 27Az ()\ 33)71 ist hierbei ein von der effektiven Brennweite fog des optischen
Systems abhéngiger Faktor [60]. Mehrfach-Fang-Geometrien ergeben sich durch die phasenrichtige
Addition der einzelnen, aus Blaze-Gitter und Fresnel-Linse zusammengesetzten Phasenmuster ®; =
[(Pblaze,j + Prresnel,;) mod 27| mit

O(z,y) = arg Y exp(i®;(z,y)) - (225)

Die Intensitétsverteilung in der zugehorigen Fourier-Ebene der holografischen optischen Falle setzt
sich entsprechend aus mehreren beugungslimitierten Laserfoki zusammen. Die im Rahmen dieser
Arbeit geschriebene Software zur Berechnung von Phasenmustern und zur Steuerung der holografi-
schen optischen Falle (siehe Anhang) basiert auf dem GL-Algorithmus. Das Prinzip der Berechnung
von Phasenmustern mittels GL-Algorithmus, die entsprechend resultierenden Intensitdtsverteilun-
gen sowie die Anwendung dieser Intensitatsverteilung zur dreidimensionalen Partikelmanipulation
zeigt Abbildung 2.4. Die dargestellten optischen Fallen wurden mit dem in Kapitel 4 beschrie-
benen Aufbau erzeugt und entsprechen typischen Anwendungen fiir Zellexperimente, vergleichbar
mit den in dieser Arbeit diskutierten Experimenten. Die, insbesondere bei einer hohen Zahl gene-
rierter optischer Fallen, per GL-Methode berechneten Phasenmuster weisen eine hohe Symmetrie
auf. Aufgrund dieser Symmetrie kommt es in den Intensitétsverteilungen hiufig zu unerwiinsch-
ten lokalen Intensitdtsmaxima in héheren Beugungsordnungen, in denen Partikel gefangen werden

kénnen [103]. Eine deutliche Reduktion solcher sogenannter ,Geisterfallen® fithrt entsprechend zu
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(Df,l ®2 b,2

il -
///////////¢/ ))/) s

Abbildung 2.4.: Erzeugung von Mehrfach-Fanggeometrien mittels GL-Algorithmus. (a-d) ver-
deutlichen die Berechnung von in der Komplexitit ansteigenden Phasenmustern (®o — ®3) und ihre An-
wendung zur Erzeugung von Mehrfach-Fanggeometrien. (a) Grafische Darstellung der Berechnungsweise in
Pseudocode geméft Gleichungen (2.22 bis 2.25). (b) Die resultierenden Phasenmuster ®, — ®3, dargestellt
als 8bit-Grauwert Phasenmuster, wobei die Grauwerte 0 — 255 einer ansteigenden Phasenverschiebung zwi-
schen 0 und 27 entsprechen. (c-d) Mikroskopbilder der Fokusebene bei Anwendung der Phasenmuster zur
Ansteuerung der in dieser Arbeit verwendeten holografischen optischen Falle. (c) Reflexionen der Laserfoki
an der Unterseite des Probendeckglases. (d) In den zugehoérigen Fanggeometrien gefangene Partikel (Poly-
styrol, Durchmesser 3 pm), scale bar 10 pm. Die durch ein einfaches Blaze-Gitter @5 1 erzeugte Phasenmaske
D\ erzeugt eine laterale Verschiebung des Laserfokus aus der nullten Beugungsordnung (weifies Kreuz).
Durch phasenrichtiges Addieren eines weiteren Blaze-Gitters (®1), einer Fresnel-Linse zur z-Verschiebung
(®2) sowie durch Kombination von Blaze-Gittern und Fresnel-Linsen (®;) ldsst sich die Komplexitit der
Fanggeometrien sukzessive erhShen.

einer hoheren Beugungseffizienz in die gewiinschten Ordnungen und lasst sich durch Verwendung
des GS-Algorithmus erzielen. Effizientere Methoden erfordern beispielsweise den Einsatz speziell
dazu entwickelter Fourier-Algorithmen oder random mask encoding [104, 103, 105|. Im Rahmen
dieser Arbeit wurde auf die Verwendung stark symmetrischer Phasenmuster weitestgehend ver-
zichtet und die im Experiment verwendete Partikelkonzentration so eingestellt, dass der Einfluss

von ,Geisterfallen* vernachléssigt werden kann.
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2.2. Mikromanipulation mit magnetischen Pinzetten

2.2. Mikromanipulation mit magnetischen Pinzetten

Magnetische Pinzetten erzeugen mit Hilfe von Permanent- oder Elektromagneten - in der Regel
inhomogene und wirbelfreie - magnetische Felder B mit einem Feldgradienten VB # 0. Auf ein
Partikel mit einem magnetischem Dipolmoment g wirkt im B-Feld somit ein Drehmoment 7 mit
84

T=puxB, (2.26)

die auf das Partikel wirkende magnetische Kraft Fy,agn lésst sich beschreiben durch [106]
Fraen = (- V)B . (2.27)

Magnetische Pinzetten zur Zellmanipulation wurden erstmalig 1950 eingesetzt [107, 108] und er-
moglichen im Vergleich zu optischen Fallen das Ausiliben von sehr starken Kréften bis zu 100 nN
[109], von sehr langreichweitigen Feldgradienten [110] sowie das Ausiiben von Drehmomenten
[111, 112).

In der Biophysik werden magnetische Pinzetten unter anderem fiir Rheologiemessungen zur Bestim-
mung von viskoelastischen Eigenschaften von Zellmembran oder Zytoplasma [113, 114, 115, 116],
zur Messung von Abreiftkréften [117, 118, 41] oder zur Bestimmung von magnetischen Momenten
von Bakterien [119] verwendet. Durch Phagozytose-Studien mit magnetischen Pinzetten wurde die
Stérke der Retraktionskréfte in Makrophagen-Protrusionen bis zu 5nN bestimmt [117]. Zeitlich
alternierende magnetische Felder ermdoglichen unter anderem in magnetic twisting cytometry Auf-
bauten die Rotation von an die Zelle gebundener Partikel und die Charakterisierung des zelluldren
Antwortverhaltens [120, 17].

Die langreichweitigen magnetischen Felder der magnetischen Pinzette ermdglichen insbesondere
das Ausiiben intrazelluldrer Stimuli durch Manipulation von internalisierten Partikeln [113, 26,
116]. Die in dieser Arbeit diskutierten Experimente zur Messung des Transportverhaltens von
Phagosomen wurden daher mit Hilfe einer magnetischen Pinzette durchgefiihrt [121]. Weil in den
in Abschnitt 5.5 diskutierten Experimenten die magnetische Falle in erster Linie als Werkzeug zur
Partikelauslenkung vor der eigentlichen Messung des Transportverhaltens verwendet wurde und die
Kenntnis der wirkenden magnetischen Kréfte flir den weiteren Versuchsablauf irrelevant war, wird
auf die Erliuterung der Kalibration magnetischer Pinzetten verzichtet. Ausfiihrliche Ubersichten
iiber magnetische Pinzetten, Methoden zu ihrer Kalibration sowie weitere Anwendungen finden
sich in den Quellen [84, 21|. Ein Foto der magnetischen Pinzette, die im Rahmen dieser Arbeit
verwendet wurde, und eine Skizzierung eines typischen Zellexperiments zeigt Abbildung 2.5. Eine

detaillierte Beschreibung des experimentellen Aufbaus findet sich in Quelle [119].
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b)

MT-Spitze

Targetpartikel

Abbildung 2.5.: Experimenteller Aufbau der magnetischen Pinzette. (a) Foto der in dieser Ar-
beit verwendeten magnetischen Pinzette. Die magnetische Pinzette besteht aus einer mit Kupferdraht
umwickelten Mu-Metall-Spitze, die zur Zellmessung in eine beheizte Probenkammer eingetaucht wird. Die
Kabel am linken Bildrand dienen zur Ansteuerung der Probenheizung. (b) Skizze einer typischen Experi-
mentanordnung. Funktionalisierte magnetische Partikel, welche an der Oberfliche von Zellen angebunden
sind, erfahren in Spitzennéhe eine durch das B-Feld hervorgerufene magnetische Kraft Fiagn in Richtung
der Spitze. Eine detaillierte Beschreibung des experimentellen Aufbaus findet sich in Quelle [119].
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KAPITEL 3

Biologischer Hintergrund: Phagozytose

Phagozytose (griechisch: ¢pa~vyewv, phagein = fressen, cytos = ,Zelle¥) bezeichnet den Prozess der
zelluldren Aufnahme und, falls moglich, sukzessiven Zersetzung von Partikeln > 0,5 pm, wie zum
Beispiel Bakterien oder apoptotischen Zellen [8, 9, 10]. Deshalb ist Phagozytose ein wichtiger Teil
der angeborenen Immunantwort in Lebewesen zur Bekdmpfung von in den Koérper eingedrunge-
nen Krankheitserregern und Mikroorganismen. Phagozytose von toten korpereigenen Zellen mit
der Moglichkeit zur teilweisen Wiederverwendung von zelluldren Bestandteilen ist zudem ein es-
sentieller Bestandteil der Homeostase und Embryogenese [122, 123]. In einzelligen Organismen,
wie zum Beispiel des am6boiden Schleimpilzes Dictyostelium discoideum, dient Phagozytose zur

Nahrungsaufnahme [124].

Erstmals erkannt und systematisch beschrieben wurde die Bedeutung der Phagozytose gegen Ende
des 19. Jahrhundert von Elias Metchnikoff. Metchnikoff legte mit seinen Lectures on the Compa-
rative Pathology of Inflammation [7] einen Grundstein der heutigen Immunologie, wofiir ihm 1908
zusammen mit Paul Ehrlich der Nobelpreis verliechen wurde! [125]. Auch 100 Jahre spéter blei-
ben das Verstédndnis von angeborenem und adaptiven Immunsystem und der bei ihrer Regulierung
involvierten Prozesse und Proteine hochrelevant und konnen unter anderem zur Krebstherapie
beitragen?:3[126, 127, 128|.

Phagozytose ist ein spezifischer und aktiv durch Aktin-Remodellierung mediierter Prozess [129,
130, 12]. Im Gegensatz zu den durch Makropinozytose beschriebenen alternativen Wegen, auf denen
eine Zelle kleinere Partikel internalisieren kann, ermdéglicht Phagozytose eine Internalisierung von
groferen Objekten bis tiber 20 pm [131].

Viele unterschiedliche Zelltypen, wie zum Beispiel Fibroblasten, Epithelzellen oder dendritische
Zellen, sind neben ihrer eigentlichen Zellfunktion begrenzt phagozytose-fahig und werden als nicht-
professionelle Phagozyten bezeichnet. Als professionelle Phagozyten werden dagegen Zellen ange-
sehen, deren Hauptaufgabe die Phagozytose ist, wie zum Beispiel Monozyten, Neutrophile oder
Makrophagen. Makrophagen nennt man im Gewebe ausdifferenzierte Monozyten, nachdem diese

die Stelle der Infektion erreicht haben [132]. Professionelle Phagozyten weisen im Gegensatz zu

Thttps://www.nobelprize.org/ - Medizin Nobel-Preis 1908 an P. Ehrlich und E. Metchnikoff fiir ihre Arbeiten
zur Immunitét, offizielle Seite des Nobel-Preises, Stand November 2018

2https://www.nobelprize.org/ - Medizin Nobel-Preis 2011 an B. A. Beutler, J. A. Hoffmann und R. M. Stein-
man fiir ihre Arbeiten zur angeborenen und adaptiven Immunitét, offizielle Seite des Nobel-Preises, Stand
November 2018

3https://www.nobelprize.org/ - Medizin Nobel-Preis 2018 an J. P. Allison und T. Honko fiir die Entdeckung
der Krebstherapie durch Inhibierung der negativen Immunregulierung, offizielle Seite des Nobel-Preises, Stand
November 2018
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3. Biologischer Hintergrund: Phagozytose

nicht-professionellen eine hohe Zahl spezifischer Transmembranrezeptoren zur Identifzierung po-
tentieller Pathogene und Mikroorganismen auf [133]. Eine Vielzahl unterschiedlicher Pathogene und
Mikroorganismen kann also von professionellen Phagozyten eindeutig erkannt und internalisiert
werden. Professionelle Phagozyten tragen signifikant zur adaptiven Immunantwort des Organis-
mus bei, weil sie die wahrend der Pathogen-Degradierung extrahierten Antigene lymphatischen
Zellen présentieren [134]. Die Lymphozyten kénnen somit effizient Antikorper sezernieren. Durch
die grofse Zahl an Zytokinen, beziehungsweise Wachstumsfaktoren, kénnen Phagozyten auferdem
Entziindungen initiieren [135].
Die evolutiondre Entwicklung von phagozytosefdhigen Zellen ist nicht vollstédndig geklart und ist
eng mit der Frage nach dem allgemeinen Ursprung von eukaryotischen Zellen verkniipft [136]. In
der sogenannten Endosymbiosentheorie [137] wird die Entstehung der Mitochondrien, in denen die
fiir den Metabolismus in Eukaryoten essentielle AT'P-Synthese geregelt wird, durch die symbioti-
sche Verbindung von aeroben Bakterien mit primitiven Vorlduferzellen der Eukaryoten beschrie-
ben. Eine mégliche Erklarung des Zustandekommens dieser Symbiose ist eine Internalisierung der
Bakterien durch eine Frithform phagozytose-fahiger Zellen [138]. Aufgrund der hohen Komplexi-
tdt der Phagozytose, welche ein funktionierendes zellulares Transportsystem erfordert und damit
verbunden hohe energetische Anspriiche stellt, ist jedoch eine Entwicklung der Phagozytose nach
Etablierung eines durch Vorlaufer-Mitochondrien geregelten Energiesystems wahrscheinlich [136].
Phagozytose ist durch ein komplexes Zusammenspiel von koordinierten Zellprozessen, wie zum
Beispiel Rezeptorrekrutierung- und -aktivierung, intrazelluldre Signalgebung und Membranremo-
dellierung geregelt, und lasst sich in folgende vier Phasen unterteilen:
i) Initiierung: spezifische Ligand-Rezeptorbindungen identifizieren das Ziel-Partikel und indu-
zieren intrazelluldre Signalkaskaden.
il) Membranumhillung: Ausbildung des phagocytic cup durch Aktin-Remodellierung, Membran-
rekrutierung und sukzessive Ligand-Rezeptorbindungen entlang der Partikel-Oberfldche.
iii) Phagosombildung: Vollstandige Membranumhiillung fiihrt zur intrazelluldren Ausbildung des
Phagosoms.
iv) Phagosomreifung: Phagosom-Fusionierung mit enzymatischen Lysosomen fithrt zu der suk-
zessiven Phagosom-Verdauung wiahrend des Phagosomtransports.
Diese vier Phasen sind in Abbildung 3.1 am Beispiel der Fcy-mediierten Phagozytose von sphéri-
schen Partikeln, wie sie in dieser Arbeit verwendet werden, in Makrophagen skizziert und werden

im Folgenden genauer erldutert.

3.1. Phasen der Phagozytose

i) Initiierung

Der erste Schritt zur Initiierung der Phagozytose erfolgt durch das Anbinden des zu internalisieren-
den Partikels an die Zell-Rezeptoren eines Makrophagen (Abbildung 3.1a). Spezifische Rezeptor-
Bindungen induzieren intrazelluldre Signalkaskaden und koénnen so zu einer partikelspezifischen
Zellaktivierung und Stimulation fiihren. Zur Differenzierung zwischen kérpereigenen und kérper-
fremden Zielen sowie zur eindeutigen Identifizierung verschiedener Pathogene besitzen Phagozyten
ein komplexes System unterschiedlicher Zellrezeptoren [8, 139], welche im Zusammenspiel mit einer

hohen Wahrscheinlichkeit das Pathogen identifizieren. Je nach Rezeptortyp besitzt eine Zelle Re-
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i) Initilerung ii) Membranumhullung
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Abbildung 3.1.: Skizze der Phasen der Fcy-mediierten Phagozytose: (i) Initiierung. (ii) Mem-
branumhiillung. (iii) Phagosombildung. (iv) Phagosomreifung. Zur niheren Erlduterung der Pha-
sen siehe Abschnitt 3.1.

2 quf

zeptorenzahlen der Grofenordnung 102 - 10° [140], was Rezeptorendichten von 1,4 - 141 pm™
der Zelloberflache entspricht (angenommen fiir eine sphérische Zelle mit 15 pm Durchmesser). Das
spezifische Anbinden der Transmembranrezeptoren 16st, je nach Art und Funktion des jeweiligen
Rezeptors, intrazelluldre Signalkaskaden aus, welche unter anderem durch Aktivierung von Kina-
sen oder GTPasen, die néchsten Schritte zur Partikelinternalisierung einleiten [12]. Rezeptoren
konnen hierbei zum einen direkt an sogenannte pathogen-assoziierte Bindungsmotive (pathogen
associated molecular patterns, PAMPs) an der Partikeloberfliche anbinden (pattern recognition
receptors), wie im Fall von Dectin-1 oder Mannose-Rezeptoren, zum anderen erfolgt eine spezifi-
sche Rezeptor-Bindung an auf der Partikeloberfliche opsonisierten Proteinen, wie zum Beispiel bei
Komplement-Rezeptoren oder Fc-Rezeptoren. Im Fall der sogenannten Fcy-mediierten Phagozyto-
se, welche ein bereits sehr gut verstandenes und daher experimentell weit verbreitetes Modellsystem
fiir Phagozytose-Studien bildet [141, 8, 142, 143], erfolgt die Bindung zwischen den transmembra-
nen Fey-Rezeptoren und den Antikorpern der Gruppe G (Immunoglobuline G, IgG). IgG zéhlen

zu den am hiufigsten vorkommenden Antikérpern im menschlichen Blutkreislauf [144].

Zur Verhinderung ihrer Identifizierung haben viele Pathogene oder Bakterien Strategien entwickelt,
welche das Anbinden von Rezeptoren unterdriicken kénnen [145, 12]. So transportiert beispielsweise
das Bakterium Staphylococcus aureus Protein A an seine Oberfliche, welches an die Bindungsstelle
der Immunoglobuline G anbindet und diese somit fiir die Fcy-Rezeptoren blockiert [146]. Auch
fithren etablierte Rezeptor-Liganden-Bindungen nicht immer zu einer erfolgreichen Phagozytose
des Zielobjekts. Ein Beispiel hierfiir ist das sogenannten CD/7-Protein, welches unter anderem an
SIRPa-Rezeptoren von Makrophagen bindet. Eine Uberexpression von CD/7 an der Oberfléche
von myeloischen Leukimiezellen kann als sogenanntes ,don’t eat me“-Signal fungieren und so zu

einer Inhibierung der Phagozytose und damit zum Uberleben der Tumorzelle fiihren [147].
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3. Biologischer Hintergrund: Phagozytose

i) Membranumhiillung

Die Aktivierung des Makrophagen durch Rezeptor-mediierte Signalkaskaden setzt den komplexen
Vorgang der Partikelinternalisierung in Gang (Abbildung 3.1b), welcher mit der sukzessiven Mem-
branumbhiillung des zu internalisierenden Objektes einhergeht. Die Ausbildung der Membranumhiil-
lung, auch phagocytic cup formation genannt, ldsst sich zum Beispiel anhand von Mikropipetten-
Experimenten detailliert beobachten und quantifizieren [16] (siehe auch Abschnitt 2.1). Je nach Art
und Anzahl der an der Phagozytose beteiligten Rezeptoren, zum Beispiel Fcy- oder Komplement-
Rezeptoren, erfolgt die Partikelinternalisierung auf verschiedenen Weisen [8].

Ein erster Schritt der Partikelinternalisierung wéhrend der Fey-mediierten Phagozytose ist die Ak-
kumulierung von Rezeptoren im Bereich der Bindungsstelle und dem damit verbundenen Rezeptor-
Clustering [12]. Im Falle der iiberwiegend durch Fcy-Rezeptoren mediierten Phagozytose erfolgt
eine mit dem Rezeptor-Clustering einhergehende durch Signaltransduktion induzierte Rekrutierung
von zusétzlicher Zellmembran entlang der Kontaktflache. Intrazellular damit einhergehend ist eine
unter anderem durch den Aktin-Bindungsproteinkomplex Arp 2/8 mediierte Polymerisierung von
verzweigten Aktinfilamenten [139]. Thermische Membranfluktuationen in der N&he bereits eta-
blierter Rezeptor-Liganden-Bindungen fiihren zur Bildung neuer Rezeptor-Liganden-Bindungen
und damit zur immer weiter fortschreitenden Membranumhiillung der Partikeloberfliche. Diese
phagocytic cup formation lisst sich mit Hilfe des weitverbreiteten zipper-Modells (englisch, zip-
per=,Reissverschluss”) anhand des Prinzips einer Ratsche erkliren [148, 130].

Zytoskelett-Remodellierung und sukzessive Aktin-Polymerisierung fiithren hierbei zu einer Immo-
bilisierung der Rezeptor-Liganden-Paare und einer damit verbundenen effektiven Irreversibilitét
der cup formation. Dieses Modell des irreversiblen active zipper wird unter anderem durch Mes-
sungen von Fluoreszenz-Erholzeiten (fluorescence recovery after photobleaching, FRAP) gestiitzt,
welche im Vergleich zur ungebundenen Membran deutlich reduzierte Protein- und Lipidmobilitdten

entlang der Kontaktflache zwischen Membran und Partikel zeigen [149].

Im Gegensatz zum active zipper-Modell beschreibt das passive zipper-Modell die Partikelinter-
nalisierung ohne Aktin-Polymerisierung, was zu lingeren Zeitskalen der Membranumbhiillung und
deutlich unregelméafigeren Membranverteilungen entlang des Zielobjektes fiihrt. Dieser unnatiirli-
chere Fall der Membranumhiillung 14sst sich anhand von Phagozytose-Studien unter geringfiigigem
Cytochalasin D-Einfluss bestédtigen und zeigt, dass Aktin-Polymerisierung unter gewissen Voraus-
setzungen nicht zwingend notwendig fiir die Partikelinternalisierung ist [150, 130]. Im Falle von
unzureichend oder nur halbseitig mit Liganden bedeckten Partikeln findet eine Internalisierung
in Ubereinstimmung mit dem zipper-Modell mit sinkender Wahrscheinlichkeit statt, kann durch

hybride Mechanismen erfolgen oder ganz fehlschlagen [151, 152].

Offensichtlich haben geometrische Eigenschaften wie Form, Groéfse und Orientierung des zu inter-
nalisierenden Objektes relativ zur Makrophagen-Zelle einen direkten und starken Einfluss auf die
phagocytic cup formation [153, 154, 130]. Diese Faktoren stellen unterschiedliche energetische An-
forderungen im Hinblick auf Membranverformung und Oberflichenspannung an die Zelle. Stark
elliptische Partikel, deren grofte Halbachsen orthogonal zur Kontaktfliche des Makrophagen ausge-
richtet sind, werden von der Zelle beispielsweise effizienter internalisiert als parallel ausgerichtete
Partikel derselben Form [153]. Eine Ausbildung des phagocytic cup um sphérische Partikel herum
erfolgt aus nicht vollstindig gekldrten Griinden stufenweise [155]. Die von der Zelle aufgebrachte

Kraft zur Ummantelung wird maximal bei Erreichen des Partikeldquators [150]. Rigide Partikel
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werden bevorzugt internalisiert [142]. Sind die von der Zelle aufgebrachten Kréfte nicht ausreichend

fiir eine vollstdndige Partikelumhiillung, kommt der Internalisierungsprozess zum Erliegen.

iii) Phagosombildung

Nach der erfolgreichen Membranumhiillung des Partikels ist dieses vollstdndig internalisiert (Abbil-
dung 3.1c¢). Die so entstandene intrazelluldre Vakuole wird als Phagosom bezeichnet. Das Schliefen
der Membran und das Loslosen des Phagosoms von der dufseren Zellmembran ist ein bisher weitge-
hend unverstandener Prozess [156, 10]. Es wird vermutet, dass in Analogie zu Prozessen der Endo-
zytose eine richtungsabhingige Aktin-Polymerisierung sowie die Rekrutierung von Spaltungsprote-
inen wie zum Beispiel Dynamin eine wichtige Rolle spielen [156]. Des Weiteren ist eine Beteiligung
von Myosin-Motoren an der Zusammenschniirung der Membranprotrusionen wahrscheinlich [157],
was sich experimentell durch Kolokalisationsmessungen verschiedener Myosinproteine wahrend der

Phagosombildung stiitzen ldsst [158].

iv) Phagosomreifung und -zersetzung

Der finale Schritt der Phagozytose ist die Phagosomreifung, auch phagosome maturation genannt,
(Abbildung 3.1d) mit dem Ziel der vollstindigen Zersetzung des Phagosominhalts. Dazu erfihrt
das Phagosom eine Reihe von Interaktionen mit frithen Endosomen, spéiten Endosomen und Ly-
sosomen. Diese Interaktionen kénnen sich phagosomspezifisch voneinander unterscheiden. Durch
vollstéandige oder teilweise Fusionen und sukzessiven Abspaltungen wird der Phagosominhalt und
seine Membran stark modifiziert, das modifizierte Phagosom bezeichnet man daher als Phago-
lysosom [159]. Eine ausfiihrliche Ubersicht iiber die Vielzahl der in die phagosome maturation
involvierten Prozesse und Proteine liefert Quelle [160]. Unter anderem nimmt das urspriinglich nur
das Pathogen und extrazelluldres Medium enthaltende Phagosom lysomatische Enzyme und bak-
terizidale Peptide auf, die Membranproteine des Phagosoms werden entfernt [159]. Ein zentrales
Charakteristikum der Phagosom-Reifung ist die zunehmende Ansiuerung des Phagosomvolumens
bis weit in den sauren Bereich mit pH < 5 [161], welcher fiir eine Vielzahl von Pathogenen und Bak-
terien zu einer lebensfeindlichen Umgebung beitrdgt und ihre enzymatische Verdauung begiinstigt
[162].

Nicht immer ist eine Zersetzung des internalisierten Pathogens oder Bakteriums mdoglich. So haben
Bakterien, wie zum Beispiel das Mycobacterium tuberculosis, der Ubertriiger der Tuberkulose, oder
das Legionella pneumophila, der Ubertriger der Legionirskrankheit, effiziente Strategien entwi-
ckelt, mit denen sie unter anderem die Phagosomfusionierung mit Lysosomen oder eine Phagoso-

mansiuerung unterdriicken und somit ihr Uberleben sichern kénnen [163, 164].

Weil sich Phagosomen typischerweise an der Zellperipherie bilden, Endosomen und Lysosomen zur
Fusionierung sich jedoch an unterschiedlichen Stellen innerhalb der Zelle befinden, ist die schritt-
weise Reifung des Phagosoms zum Phagolysosom unter anderem durch den Phagosomtransport
entlang der Mikrotubuli geregelt [165]. Aufgrund ihrer Polarisierung und Orientierung ermdglichen
Mikrotubuli gerichteten Transport. Der Transport des Phagosoms entlang einzelner Mikrotubuli
erfolgt mit Hilfe des komplexen Zusammenspiels der mit den Mikrotubuli assoziierten Motorpro-
teinen Dynein und Kinesin [166, 31]. Die Rolle von Aktin wéhrend der phagosome maturation ist
nicht vollstandig gekldrt [160], einzelne Studien zeigen allerdings eine Beteiligung von Aktin an
der Phagosommotilitdt [167, 168] und an der Phagosom-Endosom Fusion [169] auf. Eine direkte
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Messung der Beteiligung von Aktin am Phagosomtransport ist Gegenstand dieser Arbeit und wird
in Abschnitt 5.5 diskutiert.

3.2. Offene Fragen

Wie in den vorherigen Abschnitten und den zitierten Reviews verdeutlicht, sind viele der wah-
rend der Phagozytose stattfindenden intrazelluldren Prozesse und die involvierten Bausteine, zum
Beispiel die an der Aktin-Remodellierung beteiligten Proteine, bereits relativ gut untersucht. Bis-
herige experimentelle Phagozytosestudien beschrénken sich allerdings in der Regel auf reduzierte
Modellesysteme wie durch Fcy-Rezeptoren oder Komplement-Rezeptoren mediierte Phagozytose
[142, 170], bei denen nur die entsprechenden Rezeptoren engagiert werden. Phagozytose bleibt ein
in vielen Aspekten unverstandener Vorgang, was in diesem Abschnitt anhand einer Auswahl an

zur Zeit noch offenen spannenden Fragestellungen verdeutlicht werden soll.

Die Ausbildung der Membranumhiillung um das zu internalisierende Objekt ldsst sich bereits
anhand von Modellen mit einem einfachen Satz an Variablen (zum Beispiel durch die mittlere
Membrankriimmung, die Kriimmungsenergie und die Oberflichenspannung der Zellmembran) be-
schreiben [16, 130, 17]. Aufgrund der Komplexitét des Prozesses bleiben viele zusétzliche fiir die
Phagozytose verantwortliche Faktoren, wie zum Beispiel die Aktin-Polymerisierung, der Einfluss
von Rezeptoranzahl und -dynamik sowie energetische Voraussetzung in den Modellen unbertick-
sichtigt [10], weil unter anderem die experimentellen Daten fehlen. Hier sind weitere experimentelle
Studien iiber die Art und Weise der involvierten Kréfte und ihren Urspung oder Messungen der
Rezeptorkinetik notwendig. Forscher beginnen erst ansatzweise die Auswirkungen von Form, Gro-
e und Beschaffenheit der zu phagozytierenden Objekte auf die Membranumhiillung zu verstehen
[153, 154, 150, 130, 155]. Die Charakterisierung der mechanischen Eigenschaften der phagozytie-
renden Zelle wahrend der Partikelinternalisierung sowie das vollstédndige Verstédndnis der Mechanik
der Phagozytose stehen bisher jedoch noch aus und sind Gegenstand aktueller Studien [17, 16]. Hier
setzt eine Fragestellung dieser Arbeit an: ,,Wie léasst sich die Zellmechanik wihrend der Partikelinter-
nalisierung quantifizieren? Eine tiefergehende Motivation und der wissenschaftliche Hintergrund

dieser Frage werden im folgenden Abschnitt 3.3 ausfiihrlich diskutiert.

Der Prozess der Phagosombildung und Einschniirung nach erfolgreicher Membranumhiillung ist
ein bisher weitgehend unverstandener Prozess [156, 10|, ebenso die einzelnen Schritte zur An-
bindung des von der Membran losgelosten Phagosoms an die Mikrotubuli [160]. Nach Bildung
des Phagosoms setzen sich der Phagosomtransport und damit einhergehende, zur Degradierung
des Phagosom-Inhaltes beitragende Prozesse in Gang. Viele Bakterien sind in der Lage, durch
zum Teil vollig unverstandene Mechanismen ihrer Zersetzung zu entgehen [171, 172]. Ein bes-
seres Verstédndnis der an der Zersetzung beteiligten intrazelluldren Vorginge, wie zum Beispiel
Phagosom-Lysosom-Fusionierung, kann dazu beitragen, Krankheiten wie Tuberkulose oder die Le-
gionérskrankheit zu bekémpfen [163, 164]. Der Einfluss von Form, Grofe und Beschaffenheit der
Phagosomen auf ihr Transportverhalten wurde bisher nicht untersucht. Ebenso ist die Rolle von
Aktin wahrend des Phagosomtransports und der phagosome maturation nicht vollstandig geklart
[160, 167, 168, 169]. Zur Beantwortung dieser Frage wird in dieser Arbeit daher die Beteiligung

von Aktin am Phagosomtransport genauer untersucht, wie im néchsten Abschnitt erldutert wird.
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3.3. Motivation der wissenschaftlichen Fragestellungen dieser
Arbeit

3.3.1. Aktinremodellierung wihrend der Phagozytose

Eine wichtige Rolle bei der Phagozytose spielt das Aktin-Zytoskelett und seine aktive Remodellie-
rung, wie im vorherigen Abschnitt bereits angeklungen ist. Eine ausfithrliche Ubersicht der wihrend
der Phagozytose bisher verstandenen Prozesse mit Fokus auf die Zytoskelett-Remodellierung und
der daran beteiligten Proteine liefern Freeman und Grinstein in Immunologial Reviews [139]. Im
Folgenden werden einige Kernpunkte der Remodellierung mit Fokus auf die Fcy-mediierte Pha-
gozytose kurz zusammengefasst. In dem Grundzustand von J-774A.1-Zellen vor Einsetzen der
Phagozytose ist Aktin entlang der Zellmembran verteilt (vergleiche Abbildung 3.2a). Die Struktur
entlang der Zellmembran entspricht typischerweise dem kortikalen Aktin-Netzwerk [173], welches
durch Verbindung mit Transmembranproteinen die Zellmembran stabilisiert. Aufgrund dieser, in
ihrer Geometrie an einen Gartenzaun (engl. picket fence, siehe Einfiigung (i) in Abbildung 3.2b)
erinnernden Struktur des Zytoskeletts ist die Mobilitdt von Membranrezeptoren, wie zum Beispiel
Fcvy-Rezeptoren oder Integrinen durch Diffusionsbarierren beschréankt [174, 175]. Unter anderem
zeigen beispielsweise Diffusionsmessungen an Membranproteinen deutlich reduzierte Diffusionsra-
ten im Vergleich zu artifiziellen Lipidmembranen ohne ,,picket fence“-Struktur [175]. Nach Identifi-
zierung des zu internalisierenden Objekts wird der hochkomplexe und bisher nur teilweise verstan-
dene Prozess der Aktin-Remodellierung durch die Zersetzung des kortikalen Aktins in Gang gesetzt
[139, 11]. Die Zersetzung des kortikalen Aktins hat hierbei zum einen die Funktion der Bereitstel-
lung der freien globularen Aktin-Monomere zur Formation neuer Aktin-Filamente entlang der sich
ausbildenden Membranprotrusion, zum anderen fiihrt das Aufbrechen der ,,picket fence*-Struktur
zu einer erhohten Rezeptormobilitdt und ermdglicht dadurch Rezeptorrekrutierung und Clustering
entlang der Kontaktflache. Fiir die fiir Fey-mediierte Phagozytose folgende charakteristische Aus-
bildung der Membranprotrusion entlang des zu internalisierenden Objekts ist die konsekutiv einset-
zende Aktin-Polymerisierung ausschlaggebend. Dieser bereits gut verstandene Prozess basiert im
Wesentlichen auf der Ausbildung verzweigter Aktin-Netzwerke mittels Arp 2/3-Bindungkomplex
[139] und fiihrt sukzessiv zur vollstindigen Partikelinternalisierung. Eine schematische Ubersicht
der beschriebenen Phasen der Aktin-Remodellierung und der damit einhergehenden Anderungen
der Mobilitdt der Membranrezeptoren zeigt Abbildung 3.2b [139]. Den im Rahmen dieser Arbeit
durchgefiihrten Messungen der Zellmechanik wihrend der Partikelinternalisierung (sieche Abschnitt
5.3) liegt die Hypothese zugrunde, dass in Folge der hier beschriebenen Aktin-Remodellierung
messbare Anderungen der Zellmechanik wihrend der Phagozytose auftreten. Eine Einordnung der
wissenschaftlichen Vorarbeiten, auf denen diese Hypothese aufbaut, sowie ein Uberblick der gew#hl-
ten experimentellen Herangehensweise zu ihrer Untersuchung werden im néchsten Abschnitt 3.3.2
dargestellt. Die experimentelle Charakterisierung des Einflusses von Aktin auf die Partikelinter-
nalisierung und auf die darauffolgenden intrazelluldren Phagosomtransportprozesse sind ebenfalls

Thema dieser Arbeit und werden in Abschnitt 3.3.3 motiviert und erlautert.
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Abbildung 3.2.: Aktinremodellierung und Rezeptormobilitit wihrend der Phagozytose. (a)
Typische Verteilung des Aktin-Netzwerks in J-774/A.1 Makrophagen. Dargestellt sind DIC und konfokale
Aufnahmen in verschiedenen z-Positionen von J-774A.1 Zellen mit internalisierten 3 pm Partikeln. Ak-
tinreiche Strukturen wie Filopodien und Protrusionen weisen ein starkes Fluoreszenzsignal auf. Die Zellen
wurden mit 4 % PFA fixiert und das Aktin-Netzwerk mit dem Farbstoff Phalloidin (CytoPainter Phalloidin
ifluor 488 Reagent, Abcam, Cambridge) fluoreszenz-markiert. Erfolgreich internalisierte Partikel (Pfeile)
sind in den Fluoreszenz-Aufnahmen als dunkle Strukturen innerhalb des Aktin-Netzwerks zu erkennen, sca-
le bar 20 pm. Die Aufnahmen wurden von Steve Keller an einem spinning disk confocal Mikroskop (Leica
SD AF, Leica Mikrosysteme, Wetzlar) aufgenommen. (b) Skizze der Aktin-Remodellierung und der damit
verbundenen Rezeptormobilitit wihrend der Partikelinternalisierung, Skizze nach [139]. Die Einfiigung (i)
verdeutlich die sogenannte ,,picket fence“-Struktur des Aktin-Netzwerks [174, 139], welche aufgrund ihrer
Querverstrebungen zwischen den Aktin-Filamenten an einen Gartenzaun erinnert.

3.3.2. Messung von zellmechanischen Eigenschaften wihrend der
Phagozytose

Die in Kapitel 2 vorgestellten Techniken der zelluldren Mikromanipulation und Kraftmessung bie-
ten geeignete Werkzeuge zur Charakterisierung der mechanischen Eigenschaften der phagozytieren-
den Zelle. So wurden bereits der Einfluss von Partikelgrofse, Partikelgeometrie und Partikelrigiditat
auf die phagocytic cup formation ansatzweise studiert [154, 153, 142]. Mit Hilfe von Mikropipetten-
Ansaug-Experimenten konnten das Fortschreiten der Membranumhiillung beobachtet und aktuelle

Modelle wie zum Beispiel das zipper-Modell untermauert werden [16, 150, 130, 176].

Mit optischen Fallen lassen sich die Kréfte und Schrittweiten, mit denen Makrophagen an ihre
Filopodien gebundene Partikel zur Internalisierung an sich ziehen, genau quantifizieren [55, 51].
Studien zeigen, dass nach erfolgreicher Anbindung von mit Phagozytose-Liganden funktionalisier-
ten Partikeln an die Zellmembran die Zellen in den meisten Féllen mit einer nach innen gerichteten
Zugkraft auf den Stimulus reagieren [177]. Mit magnetischen Pinzetten wurde unter anderem die im
Bereich von nN liegende Kraftantwort von Makrophagen-Protrusionen auf externe Zugstimuli ge-

messen [117]. Durch Anbindung des Partikels an spezielle Transmembranrezeptoren und sukzessive
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Kraftausiibung lassen sich Riickschliisse iiber das tieferliegende und die Rezeptoren verankernde
Zytoskelettnetzwerk ziehen [115].

Die Charakterisierung der zelluldren Antwort auf eine externe mechanische Spannung ist Gegen-
stand von Zellrheologie-Messungen, die typischerweise mit AFM, magnetischen oder optischen
Fallen durchgefiihrt werden [178, 114]. Anhand der resultierenden Spannungs-Dehnungs-Kurven
(stress-strain relaxations) lassen sich fiir die Zellen entsprechende Elastizitdtsmoduln als Maf der
Zellsteifigkeit definieren sowie ihr viskoelastisches Verhalten erfassen. Typische Elastizitdtsmoduln
fiir Zellen liegen in der Grofenordnung von kPa [179], was im Vergleich mit dem Young Modul

einzelner Aktin Filamente (Grofenordnung GPa [180]) sehr gering ist.

Wie im vorherigen Abschnitt erldutert, findet wihrend der Phagozytose eine Remodellierung des
Aktinzytoskeletts statt, welches unter anderem fiir die Stabilitét der Zelle sorgt. Ob mit der Aktin-
Remodellierung eine transiente und raumlich begrenzte Anderung der zellmechanischen Eigenschaf-
ten, wie zum Beispiel der lokalen Zellsteifigkeit, verbunden ist, und sich diese experimentell quan-
tifizieren ldsst, war eine zentrale Fragestellung dieser Arbeit. Die charakteristischen Zeit- und/oder
Langenskalen dieser Variationen wurden bisher nicht identifiziert. Entsprechende dynamische Mes-
sungen der Entwicklung der Zellkraft und Zellsteifigkeit wéhrend der fortschreitenden Phagozytose

wurden bisher nur ansatzweise durchgefiihrt [17, 181].

Ein Ansatz zur Messung der globalen kortikalen Zellspannung wéhrend der Phagozytose mittels
Mikropipetten wird beispielsweise unter anderem in Herant et al. [181] diskutiert. Eine lokal auf die
Zellregion der Partikelinternalisierung begrenzte Methode zur Messung der Zellsteifigkeit prasen-
tieren Irmscher et al. [17]. Sie verwenden magnetic twisting cytometry, um lokal auf die Kontakt-
fliche begrenzt die zeitliche Entwicklung der Zellsteifigkeit der Rotation wihrend der Aktuation
eines magnetischen Partikels zu bestimmen [17]. Die gemessenen Anderungen der Zellsteifigkeit der
Rotation wahrend der Partikelinternalisierung lassen sich als Folge der aus der Membranumbhiillung
resultierenden eingeschrankten Partikelbewegung interpretieren und stimmen mit Vorhersagen des
active zipper-Modells iiberein. Die sich ausbildende Membranprotrusion, auch phagocytic cup, ent-
lang des zu internalisierenden Partikels lésst sich somit als Membran unter Vorspannung, welche

mit einem elastisch verformbaren Aktin-Netzwerk verbunden ist, interpretieren [182, 17].

Ausgehend von den Ergebnissen von Irmscher et al. [17] wurde in dieser Arbeit ein &dhnlicher,
auf Mikromanipulation mit optischen Fallen basierender Ansatz zur Charakterisierung der loka-
len Zellviskoelastizitét verfolgt. Mit Hilfe von Spannungs-Dehnungs-Relaxationsmessungen wurden
iber den power law-Ansatz [183, 179] Riickschliisse iiber die Entwicklung der Zellsteifigkeit und
des viskoelastischen Verhaltens der Zelle wihrend der Partikelinternalisierung gezogen. Im Ge-
gensatz zu der magnetic twisting cytometry Technik war eine zusétzliche prézise Kontrolle iiber
Ort und Zeitpunkt der Phagozytose moglich. Die Kraftausiibung auf die Kontaktfliche erfolgte
zudem in einer direkten Methode durch die Partikelauslenkung. Durch Variation der Stérke der
optischen Falle wurde die zellmechanische Antwort von Zellen unter verschiedenen Vorspannungen
untersucht. Die Rolle von Aktin wihrend der Partikelinternalisierung wurde durch Inhibierung der

Aktin-Polymerisierung untersucht, wie im folgenden Abschnitt motiviert wird.

3.3.3. Charakterisierung des Aktin-Einflusses auf die Phagozytose

Eine gingige Methode zur Messung des Einflusses des Aktin-Zytoskeletts auf zelluldre Vorgénge
ist der Vergleich der mechanischen Eigenschaften von Zellen mit intakten Aktin-Strukturen und
von Zellen mit gestortem Aktin-Netzwerk [115, 89, 150, 184]. Dies lasst sich unter anderem durch
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Inhibierung der Aktin-Polymerisierung durch das Pilz-Toxin Cytochalasin D (CytoD) realisieren
[185, 186]. CytoD bindet hierbei an die plus-Enden der Aktin-Filamente und unterdriickt somit das
Anbinden weiterer globularer Aktin-Monomere. Abhéngig von der gewéhlten CytoD-Konzentration
und dem jeweiligen Zelltyp gehen aus der Aktin-Inhibierung sowohl mechanische als auch morpho-
logische Veranderungen der Zelle hervor. Diese reichen von einer Verringerung der Zellsteifigkeit
und der Motilitdt, der Einstellung von Membranruffling bis hin zum vollstdndigen Verlust der Zell-
spannung und einer resultierenden Abrundung der Zelle [185, 186, 187]. Bei vollstandigem Ablésen
der Verbindung des Zytoskeletts mit der Zellmembran lisst sich die Zellmembran zum Beispiel mit-
tels optischer Fallen unter sehr geringem Kraftaufwand dehnen, und es lassen sich weitreichende
Membran-Tethers herausbilden [188, 189].

Wie in diesem Kapitel bereits mehrfach betont wurde, ist die Aktin-Polymerisierung ein wich-
tiger Bestandteil erfolgreicher Phagozytose. Eine gestorte Aktin-Polymerisierung und die damit
einhergehende beeintriachtigte Phagozytose [15] ist unter anderem Krankheitsbild des genetisch
bedingten Wiskott-Aldrich Syndrom Immundefekts [14]. Bei vollstandiger Inhibierung der Aktin-
Polymerisierung findet keine Phagozytose mehr statt [190]. Bei nicht vollstindiger Inhibierung
hingegen - zum Beispiel durch niedrige Konzentrationen von CytoD - kann Phagozytose mit einer
vom jeweiligen Zelltyp abhingigen reduzierten Effizienz beobachtet werden [150, 130, 17]. Eine
Quantifizierung der Phagozytose-Effizienz der J-77/A.1 Zelllinie bei verschiedenen Graden der In-

hibierung der Aktin-Polymerisierung mittels CytoD ist unter anderem Gegenstand dieser Arbeit.

Die Rolle, welche Aktin Filamente wiéhrend des Phagosomtransports spielen, ist bisher nicht voll-
standig geklart [160]. Studien belegen allerdings eine direkte Beteiligung von Aktin an Endosom-
und Lysosombewegung [191, 192], so dass das Vorhandensein dhnlicher Mechanismen beziiglich
der Phagosombewegung naheliegend ist. Mogliche durch Aktin mediierte Bewegungsformen erge-
ben sich beispielsweise durch Aktin-Polymerisierung, durch direkt an Aktin Filamente gebundene
Motor-Proteine oder durch Kopplung der Organellen an den durch Myosine gesteuerten retrogra-
den Aktinfluss [193, 194, 195, 196]. In dieser Arbeit wird der Frage nachgegangen, in wieweit sich
ein direkter Einfluss von Aktin auf den Phagosomtransport nach erfolgreicher Partikelinternalisie-
rung nachweisen lasst. Explizit wird mit Hilfe von magnetischen Pinzetten und Partikeltracking
der Einfluss von Aktin auf den Transport von Partikeln unterschiedlicher Gréfe untersucht und

quantifiziert.
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KAPITEL I

Experimenteller Aufbau

Die quantitative Untersuchung der zellmechanischen Eigenschaften wahrend der Phagozytose an
lebenden Zellen stellt hohe technische Anspriiche an die verwendete Versuchsapparatur. Neben
der Echtzeitmikroskopie mit hoher zeitlicher und optischer Auflésung muss die Apparatur 3D-
Mikromanipulation und/oder Kraftmessung ermoglichen sowie eine hohe Reproduzierbarkeit, gute
Akzessibilitdt und Vialibitét der zu untersuchenden Zellen gewéhrleisten. Im Rahmen dieser Arbeit
wurde in Zusammenarbeit mit Steve Keller, Doktorand in der Arbeitsgruppe von Prof. Kress, eine
den oben genannten Anforderungen geniligende experimentelle Arbeitsstation geplant, aufgebaut
und charakterisiert. Der experimentelle Aufbau wurde fiir einen Grofteil der in dieser Arbeit
diskutierten Experimente verwendet und besitzt die folgenden wesentlichen Merkmale:

e Automatisierte Hellfeld- und Fluoreszenzmikroskopie

e Phasenkontrast- und Differentialinterferenzkontrastmikroskopie (differential interference con-
trast, DIC)

e Thermische Inkubationskammer fiir Zellmessungen bei 37 °C
e Bildaufnahme mit hoher zeitlicher Auflésung und hoher Sensitivitdt mit bis zu 3 Kameras
gleichzeitig
e Priézise piezogesteuerte 3D Probenpositionierung
e Live Detektion der gefangenen Partikel mit riickgekoppelter Probenpositionierung
e Dynamische holografische optische Falle, welche per Flachenlichtmodulator (spatial light mo-
dulator, SLM) gesteuert wird
e Stabilisierung des Fanglasers durch Riickkopplungsschleife per akustooptischem Modulator
(AOM)
Nachfolgend werden in diesem Kapitel diese wesentlichen Merkmale des experimentellen Aufbaus
erlautert und die Kalibration der fiir einen Teil der Experimente verwendeten holografischen opti-

schen Fallen diskutiert.

4.1. Mikroskopie und Bildaufnahme

Die Zellexperimente zur Induzierung der Phagozytose und Messung der Membransteifigkeit wah-
rend der Partikelinternalisierung wurden mit einem invertierten Mikroskop (Nikon FEclipse Ti-E,
Nikon, Diisseldorf) durchgefiihrt (sieche Abbildung 4.1a). Das Mikroskop besitzt die Moglichkeiten
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Abbildung 4.1.: Experimenteller Aufbau. (a) Foto des verwendeten Mikroskops Nikon Eclipse Ti-E
mit in der Arbeitsgruppe entwickelter Inkubationskammer. Im Vordergrund links ist die fiir Fluoreszenz-
Aufnahmen verwendete EMCCD Kamera Andor DU-897 zu sehen, der optische Aufbau der holografischen
optischen Pinzette befindet sich innerhalb der Laserschutzabdeckungen im Hintergrund. (b) Prinzipskizze
des optischen Aufbaus der holografischen optischen Pinzette und der verwendeten Bauteile, die Linsen
Ly, L bilden als Teleskop in 4 f—Anordnung das Display des raumlichen Lichtmodulators (SLM) auf die
riickwirtige Mikroskop-Objektiv Offnung ab. Die verschiedenen Strahlengéinge sind farblich gekennzeichnet
(Fanglaser (A = 1064 nm) in rot, Hellfeld-Beleuchtung des Mikroskops in grau, Fluoreszenz-Einkopplung in
blau, Bildgebung in griin). Das gestrichelte Rechteck zeigt die von der Inkubationskammer eingeschlossenen
Bauteile an. Nicht wesentliche Bauteile wurden der Ubersichtlichkeit halber weggelassen, eine Skizze des
vollstandigen experimentellen Aufbaus findet sich in Abbildung B.1.

zur Hellfeld-, Fluoreszenz-, Phasenkontrast- und Differentialinterferenzkontrast- (differential inter-
ference contrast, DIC) Mikroskopie und lésst sich weitgehend automatisiert per Computersoftware

(NIS Elements Advanced Research, ver. 4, Nikon) ansteuern. Insbesondere bietet das Mikroskop die
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4.1. Mikroskopie und Bildaufnahme

Moglichkeit, Grofibildaufnahmen mit einem Vielfachen der Grofe des einfachen Kamerasichtfeldes
aufzunehmen (scan large image Funktion), indem die dazu nétigen festgelegten Probenpositionen
automatisch angefahren werden und die aufgenommenen Bilderserien passend aneinandergefiigt
werden. Diese Technik der grofien Bilderserien wurde in dieser Arbeit zur Messung der Phagozytose-
Effizienz (5.2) verwendet. Des Weiteren besitzt das Mikroskop eine sogenannte perfect focus-Einheit
(perfect focus system 1.0, PFS, Nikon), mit der wihrend einer Messung der Abstand zwischen Mi-
kroskopobjektiv und Probenebene gemessen und geregelt werden kann, um mégliche Fokusdrifts
wahrend der Messung zu kompensieren. Fiir die in dieser Arbeit diskutierten Experimente wurde
das PFS-System allerdings nicht genutzt, weil es herstellerbedingt fiir Wellenldngen im Bereich
von 340 — 800 nm ausgelegt ist und die Einkopplung des PFS-Strahlteilers aufgrund seines Trans-
missionsspektrums somit eine Reduzierung von tiber 50 % der nahinfraroten Laserstrahlung in der
Probenebene verursacht. Eine Ubersicht der Mikroskopobjektive sowie weitere technische Details
des Mikroskop sind in Anhang A zusammengefasst. Zur Erzeugung der holografischen optischen
Falle wurde ein Wasserimmersionsobjektiv (CFI Plan Apo IR 60xWI, N.A.= 1,27, Nikon Lamb-
da S series) mit einer 60x Vergroferung verwendet. Das Objektiv hat einen Arbeitsabstand von
W.D. = 0,22 mm, weshalb zur Probenpréparation diinne Deckgliser verwendet wurden. Um das
Verhalten der Zellen unter physiologischen Bedingungen zu untersuchen, wurde im Rahmen zweier
Masterarbeiten eine speziell an das Mikroskop angepasste Inkubationskammer entwickelt (siehe
Abbildung 4.1a), welche Messungen bei 37 °C erméglicht [197, 198].

Die Hellfeld-Videoaufnahmen der Partikelbewegungen wurden mit einer Hochgeschwindigkeits-
kamera (IDT Nz4-S2, Imaging Solutions, Eningen u. Achalm) aufgenommen, DIC-Aufnahmen
der Makrophagen-Zellen wahrend der Partikelinternalisierung und Fluoreszenz-Aufnahmen wur-
den mit einer EMCCD-Kamera (Andor Luca v oder Andor iXon Ultra 897, Andor Technology,
Belfast, Irland) erstellt. Beide Kameras waren per 2x-Kamera-Adapter (Andor TuCam, Andor)
an den gleichen Mikroskop-Ausgang angeschlossen. DIC- und Hellfeldaufnahmen konnten somit
gleichzeitig durchgefiihrt werden. Hierflir wurde an Stelle des typischerweise fiir DIC-Aufnahmen
verwendeten im Mikroskop integrierten DIC-Analysators ein Polarisationsfilter direkt vor dem Ka-
meraeingang der Kamera positioniert, so dass nur vor dieser Kamera das DIC-typische Interferenz-
muster rekonstruiert wurde. Der 2x-Kamera-Adapter induzierte aufgrund seiner internen optischen
Komponenten (insbesondere zwei an jeden Kameraausgang angepasste Teleskope) eine zusétzliche
2x-Vergroferung in die jeweiligen Kameraarme. Vor dem Beobachtungspfad des Mikroskops be-
findet sich ein herausnehmbarer Infrarotfilter (HQ960SP25, LOT Quantum Design, Darmstadt),
um eine Uberbelichtung des Kamerabildes durch Reflexionen des Laserstrahls an Deckglas oder
Probenpartikeln zu verhindern. Ein Entfernen des IR-Filters mit gleichzeitig geeigneter Wahl der
Kameraparameter ermoglicht hingegen die Abbildung der momentanen Intensitétsverteilung des
Laserlichts in der Probenebene.

Die Experimente zur Live Detektion der Partikelposition mit riickgekoppelter Probenpositionierung
wurden mit Hilfe einer zusétzlichen CCD-Kamera (pco.pizelfly usb, PCO, Kelheim) durchgefiihrt.
Unter Nutzung des Seitenports des Okularausgangs im Mikroskop kann die CCD-Kamera gleich-
zeitig mit den anderen Kameras zum live tracking genutzt werden, das Mikroskop ermoglicht somit
eine parallele Nutzung von bis zu drei Kameras gleichzeitig. Eine Ubersicht der in dieser Arbeit

verwendeten Kameras findet sich in Tabelle A.2 in Anhang .
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4.2. Piezotisch

Im Rahmen dieser Arbeit wurde eine automatische dreidimensionale Probenpositionierung mit Hil-
fe eines Piezotisches (PInano PI P-545, Physik Instrumente, Karlsruhe) und zugehdoriger Kontrol-
leinheit (PInano Piezo Stage Controller PI E-545, Physik Instrumente) realisiert. Diese ermdoglicht
eine genaue Positionierung der Probe im Nanometerbereich und kann im Gegensatz zur Ansteue-
rung mit dem in das Mikroskop integrierten Mikroskoptisch auferhalb der Mikroskopsoftware in
einer MatLab oder LabVIEW Umgebung erfolgen. Der maximale Verfahrweg in alle drei Dimensio-
nen betragt 200 pm. Weil der Piezoeffekt auf elastischer Verformung der verwendeten Piezokristalle
basiert, kann es bei gleichzeitiger Nutzung von Piezotisch und Aufheizen der Heizbox allerdings
aufgrund thermischer Effekte zu Problemen in der Ansteuerung der Stage kommen. So kann in
solchen Fallen nicht mehr der volle Verfahrweg der Stage genutzt werden, weil die Bewegungen
der Piezomotoren nicht mehr mit den internen, ab Werk kalibrierten Steuerspannungen iiberein-
stimmen. Entsprechende Probleme lassen sich vermeiden, indem die Piezostage erst nach dem
vollstdndigen Aufheizen der Inkubationskammer eingeschaltet wird und die Stage keinen starken

Temperaturschwankungen mehr unterliegt.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Piezostage in Kombination mit Echtzeit-Partikeltracking (sie-
he Abschnitt 5.1.3) zur Implementierung eines Riickkopplungskreises zur Probenpositionierung

verwendet.

4.3. Optischer Aufbau

Eine Prinzipskizze des experimentellen Aufbaus der in dieser Arbeit verwendeten holografischen
optischen Falle ist in Abbildung 4.1b dargestellt. Der Ubersichtlichkeit halber wurden in der Dar-
stellung zum Verstédndnis des Aufbaus nicht benétigte Bauteile weggelassen und der Strahlengang
entsprechend angepasst. FEine vollstdndige Skizze des experimentellen Aufbaus und die genauen

Typenbezeichnungen und Herstellerangaben aller verwendeten Bauteile finden sich in Anhang B.

Der gesamte optische Aufbau und das zur Zellbeobachtung verwendete Mikroskop sind auf einem
per Luftdruck kontrollierten, schwingungsgedampften optischen Tisch horizontal gelagert und me-
chanisch stabilisiert. Zum optischen Fangen wurde ein Ytterbium-Faserlaser (IPG YLM-5-LP-SC,
IPG Laser GmbH, Burbach) der zentralen Wellenlénge A = 1064 nm verwendet. Diese Wellenléinge
wurde gewéhlt, da Zellen und biologische Proben fiir Laserlicht im nah-infraroten Bereich groften-
teils transparent wirken und so moglichst wenig optischen Schaden erfahren [199]. Der Laser arbei-
tet im Dauerstrichmodus (continous wave, CW), hat eine maximale Leistung von Ppa.x = 5,9 W
und eine Strahldivergenz von ¥4;y = 0,94 mrad. Der Laser ist linear polarisiert und besitzt ein
gaukformiges Strahlprofil. Bevor der Laser in das Mikroskop eingekoppelt wird, durchlduft er auf
dem optischen Tisch mehrere optische und elektrooptische Bauteile, welche zur Strahlkontrolle und
Strahlformung dienen. Der mechanische Shutter kontrolliert die Laseraktivitat. Der Faraday Iso-
lator hat die Funktion einer optischen Diode, welche auf dem Prinzip des Faraday-Effekts basiert
und den Laserkopf vor riickgestreutem Laserlicht schiitzt.

Nach Durchlaufen eines Strahlaufweiters und einer Verzégerungsplatte zur Anpassung des Strahl-
profils sowie der Polarisationsrichtung, trifft der Laserstrahl auf den akustooptischen Modulator
(AOM) und einen speziell angepassten Strahlteiler, welcher einen Bruchteil des Laserlichts auf eine

Photodiode leitet. Photodiode und AOM sind durch eine schnelle fiir Leistungsstabilisierung entwi-
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4.3. Optischer Aufbau

ckelte Regelelektronik (NoiseFater, TEM Messtechnik, Hannover) in einer Riickkopplungsschleife
miteinander verbunden und dienen zur Strahlkontrolle des Lasersignals, basierend auf dem akusto-
optischen Effekt [67]. Hierzu misst die Photodiode die Leistung des abgekoppelten Lasersignals.
Die Regelelektronik vergleicht mittels PID-Regelungstechnik das gemessene Photodetektorsignal
(Ist-Wert) mit einem einstellbaren Soll-Wert und {ibersetzt eventuell auftretende Abweichungen
in proportionale Steuerspannungen. Die Ansteuerung des AOM erfolgt mit einem Radio Frequenz
Treiber, welcher im AOM eine Schallwelle mit der Tragerfrequenz Fo = 110 MHz anlegt und so
ein optisches Beugungsgitter der Periodizitdt A = ;—Z erzeugt. vg beschreibt hierbei die Schallge-
schwindigkeit im AOM. Damit und mit (2.23) ergibt sich der Bragg-Winkel ¥ mit

AFe
2’05

sindp = (4.1)
unter der Annahme eines optisch isotropen Materials [67]. Unter ¥p auf das Beugungsgitter tref-
fendes Laserlicht wird somit in héhere Beugungsordnungen gestreut. Die Beugungseffizienz des
in die erste Beugungsordnung gestreuten Laserlichts ldsst sich durch Amplitudenmodulation der
akustischen Trégerwelle kontrollieren. Die per Regelungselektronik berechneten Steuerspannungen
geben hierbei die Gréfen der Modulationsamplituden an. Eine sehr grofe Steuerspannung, welche
einer groflen Abweichung zwischen gemessener Ist- und einzustellender Soll-Leistung entspricht,
erzeugt eine starke Amplitudenmodulation der Ist-Leistung. Ein geringe Abweichung zwischen
Ist- und Soll-Leistung erzeugt entsprechend eine niedrige Steuerspannung und resultiert in eine
schwache Amplitudenmodulation. Mit diesem Prinzip lassen sich also im Lasersignal auftretende
Leistungsschwankungen kompensieren und die in die erste Ordnung gebeugte Laserleistung auf
einen konstanten Wert regeln, sofern dieser Sollwert im Falle sehr starker Schwankungen nicht un-
terschritten wird. Eine Verstdrkung des unregulierten Eingangssignals ist ebenfalls nicht moglich.
Die im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Einstellungen der Photodiode und des Regelkreises
sind auf eine Ausgangsleistung von P = 3 W optimiert. Diese Standardeinstellung wurde fiir alle

in dieser Arbeit beschriebenen Experimente verwendet.

Im weiteren Strahlenverlauf trifft das stabilisierte Lasersignal auf eine Strahlaufweitung. Diese wur-
de so eingestellt, dass der aufgeweitete Strahl die nachfolgenden Komponenten zur Strahlformung,
insbesondere das SLM Display mit einer Kantenldnge von 7,68 mm vollstandig ausgeleuchtet. Nach
Passieren der Strahlaufweitung trifft der Laser auf eine zweite, manuell einstellbare Verzogerungs-
platte in Kombination mit einen polarisierenden Strahlteiler. Mit diesen beiden Komponenten
lasst sich die experimentelle Arbeitsleistung des linear polarisierten Lasers kontrollieren, ohne die
Standard- Ausgangsleistung variieren zu miissen. Mit der Verzégerungsplatte lassen sich die Polari-
sationrichtung des Laserlichts und somit das Verhé&ltnis zwischen der am Strahlteiler reflektierten
und transmittierten Laserleistung einstellen. Fiir den weiteren Strahlenverlauf wird nur der trans-

mittierte p-polarisierte Anteil verwendet.

Die eigentliche Strahlformung zur Erzeugung der Fanggeometrien einer holografischen optischen
Falle erfolgt durch den rdumlichen Lichtmodulator (spatial light modulator, SLM), auf den im
folgenden Abschnitt eingegangen wird, und basiert auf dem Prinzip der optischen Fouriertransfor-
mation (siehe Abschnitt 2.1.3.1). Die nachfolgenden antireflexbeschichteten Linsen (L1, Ls) bilden
dazu in 4 f—Anordnung die SLM-Ebene auf die hintere Brennebene des Mikroskop-Objektivs ab.
Die Brennweiten f; = 500mm und fo = 750 mm dieser Teleskop-Linsen wurden entsprechend der
geometrischen Voraussetzungen des experimentellen Aufbaus gewahlt, so dass sich SLM Ebene
und riickwirtige MO-Brennebene Offnung im doppelten Abstand L = 2(f1 + f2) der Summe der
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SLM Spezifikationen
Spezifikation Wert

Name BNS XY Phase Series P512-1064
Displaygrofe 7,68 mm x 7,68 mm

Auflésung 512 x 512 Pixel?

Pixelpitch 15 pm

Fiillfaktor 100 %

Beugungseffizienz 90 — 95%

Ansprechzeit Tsrm < 16,7 ms

Schaltfrequenz vsim > 60 Hz

Tabelle 4.1.: Spezifikationen des SLM BNS XY Phase Series P512-1064 [200].

Brennweiten befinden. Einfallswinkel aog und Ausfallswinkel «s von durch diesen Teleskop-Aufbau
laufendem Licht sind durch die Relation

fitanag = fotanas (4.2)

bestimmt, wobei der Einfallswinkel ag durch den SLM vorgegeben wird bzw. reguliert werden kann.
Die zur experimentellen Realisierung der optischen Fouriertransformation (OFT) verwendeten op-
tischen Komponenten, ihre geometrischen Relationen zueinander sowie die Lage der jeweiligen

Fourierebenen illustriert Abbildung 4.2.

4.4. Raumlicher Licht-Modulator

Der im Rahmen dieser Arbeit verwendete Spatial Light Modulator (BNS XY Phase Series, Mo-
dell P512-1064 , Meadowlark Optics, Colorado, Abbildung 4.2a) besitzt ein 512 x 512 Pixel grofies
nematisches Fliissigkristalldisplay mit einer Kantenldnge von 7,68 mm. Das Display setzt sich aus
einer Schutzglasschicht, einem transparenten leitfdhigen Film, der Fliissigkristallschicht und ei-
ner Schicht hochreflektierender Pixel-Elektroden zusammen [200]. Zusétzlich besitzt das Display
zwischen Elektroden- und Kristallschicht eine dielektrische Reflexbeschichtung fiir die zentrale Wel-
lenldnge von A = 1064 nm, um die optische Effizienz zu erhdhen. Tabelle 4.1 fasst die wichtigsten
Spezifikationen des in dieser Arbeit verwendeten SLMs zusammen. Die Schaltfrequenz (Ansprech-
zeit) des SLM ist durch die Grafikkarte des verwendeten Computers bedingt und betrégt in der
aktuellen Realisierung vsrv = 60 Hz (tspm = 16,7 ms). Ausfiihrliche Details zur SLM-Ansteuerung

und ihrer moglichen Optimierung finden sich in Anhang C.

Das SLM Fliissigkristall-Display ist auf einem integrierten Schaltkreis (very large scale integration,
VLSI circuit) montiert, so dass zwischen jeder der einzelnen Elektroden und der leitenden Schicht
eine individuelle Steuerspannung angelegt werden kann. Durch Anlegen der Steuerspannung &n-
dert sich die Orientierung der doppelbrechenden Fliissigkristalle im elektrischen Feld. Liegt keine
Spannung an, sind die Kristalle parallel zum Deckglas orientiert, so dass einfallendes Laserlicht den
maximalen Brechungsindex-Unterschied zwischen ordentlicher (Brechungsindex n,) und aufieror-
dentlicher Polarisation (Brechungsindex n,,) erfahrt. Bei Anlegen maximaler Steuerspannung ori-
entieren sich die Fliissigkristalle orthogonal zum Deckglas, so dass der Brechungsindex-Unterschied

zwischen ordentlicher und aufferordentlicher Polarisation verschwindet.

Der SLM wird als reiner Phasenmodulator genutzt. Parallel zur optischen Achse des SLM polarisier-

tes Laserlicht erfahrt wéhrend des Durchgangs durch die Fliissigkristallschicht je nach Orientierung
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Abbildung 4.2.: Funktionsprinzip der mit einem SLM realisierten holografischen optischen
Pinzette. (a) Der im Rahmen dieser Arbeit verwendete rdumliche Lichtmodulator (SLM) stellt auf sei-
nem 512 x 512 Pixel? grofen Fliissigkristalldisplay ein 8bit-Grauwert Phasenmuster dar (b), so dass die
Grauwerte 0 — 255 einer ansteigenden Phasenverschiebung zwischen 0 und 27 entsprechen. Auf den SLM
treffendes Laserlicht wird entsprechend phasenmoduliert, so dass in der zugehorigen Fourierebene, in dieser
Realisierung die Fangebene der optischen Falle, per optischer Fouriertransformation (OFT) eine entspre-
chende Intensititsverteilung (c) erzeugt wird, welche gleichzeitiges optisches Fangen von mehreren (im
gezeigten Fall fiinf) Polystyrol-Partikeln ermdglicht (d). Abbildung (c) zeigt eine Hellfeldaufnahme der
Fokusebene bei ausgeschalteter Mikroskopbeleuchtung und Entfernen des Infrarot-Filters zur Sichtbarma-
chung der Laserreflexionen am Deckglas, Abildung (d) eine entsprechende Aufnahme mit eingeschalteter
Hellfeldbeleuchtung und eingesetzem IR-Filter, MaRstab 10 pm. (e) Prinzipskizze der im Aufbau realisier-
ten holografischen optischen Pinzette, der Strahlengang ist rot dargestellt. Der auf das in der SLM-Ebene
befindliche SLM-Display treffende linear polarisierte Laserstrahl wird phasenmoduliert. Die beiden Lin-
sen L1 und L2 (sieche Abbildung 4.1) bilden ein Teleskop in 4f-Anordnung, welches die SLM-Ebene auf
die hintere Brennebene des Mikroskopobjektivs (Brennweite fuo) abbildet, so dass in der Bildebene die
zugehorige optische Fanggeometrie erzeugt wird. Die Brennweiten fi; und f» der Teleskoplinsen wurden
entsprechend der geometrischen Voraussetzungen fiir den experimentellen Aufbaus gewéhlt. Ebenen mit
der gleichen Fourier-Beziehung zueinander sind mit gestrichelten Linien gekennzeichnet. Der rote Strah-
lengang verdeutlicht die Beitrédge der einzelnen optischen Komponenten zur Strahlformung und dient zur
Herleitung der Relation (4.3).

der jeweiligen Kristalle eine von der Steuerspannung abhéngige Phasenverschiebung A¢ pro Pi-
xelfliche. Mit Hilfe eines auf den SLM angepassten look up tables kénnen somit vom SLM-Display
reflektierte Wellenfronten mit gezielten rdumlichen Phasenverschiebungen zwischen 0 < A¢ < 2w
erzeugt werden. Die Zuordnung der Phasenverschiebung erfolgt durch 8 bit Grauwertbilder der
Auflésung 512 x 512 Pixel, welche an den SLM gesendet werden und somit als Phasenmasken
das Fliissigkristalldisplay adressieren (siehe Abbildung 4.2b). Die Phasenverschiebung wird hierbei
durch den Grauwert bestimmt, wobei die Grauwerte 0 — 255 einer ansteigenden Phasenverschie-
bung von 0 — 27 entsprechen. Die Phasenmasken wurden per Lenses and Gratings Algorithmus
(siehe Abschnitt 2.1.3.2) berechnet, die Bedienung des SLM erfolgt mit einem im Rahmen dieser

Arbeit entwickelten Computerprogramms (sieche Anhang C).

Eine Phasenmodulation des Laserlichts in der SLM-Ebene (Abbildung 4.2b) resultiert aufgrund

optischer Fouriertransformation (Abschnitt 2.1.3.1) in eine entsprechende Amplitudenmodulation
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4. Experimenteller Aufbau

in der zugehorigen Fourierebene (Abbildung 4.2¢). In holografischen optischen Fallen entspricht
diese Ebene in der Regel der Fokusebene des Mikroskopobjektivs, so dass die Amplituden- respek-
tive Intensitatsverteilung zum optischen Fangen von Mikropartikeln verwendet werden kann, wie in
Abbildung 4.2d am Beispiel von 5 gleichzeitig optisch gefangenen sphérischen Partikeln dargestellt
ist.

Eine Prinzipskizze der in dieser Arbeit realisierten holografischen optischen Falle mit den ent-
sprechenden Fourier-Beziehungen zeigt Abbildung 4.2¢. Eine ausfiihrliche Charakterisierung der in
dieser Arbeit verwendeten holografischen optischen Falle erfolgte unter anderem im Rahmen einer
Masterarbeit [201]. Der Zusammenhang zwischen der Periodizitét A eines auf dem SLM-Display
dargestellten Bragg-Gitters und der absoluten Ablenkung p des Laserfokus in der Fangebene (roter
Strahlengang in Abbildung 4.2¢) lisst sich aus den einzelnen Beitréigen der optischen Komponenten
zur Strahlablenkung mit Hilfe geometrischer Optik und der Gleichungen (4.1) und (4.2) herleiten

zu

p = ferr - tan (arcsin 2)11) . (4.3)

Die effektive Brennweite feg = fMO%, welche sich aus den Brennweiten fi, fo der Teleskoplin-
sen L1, Ly sowie der unbekannten Brennweite des Mikroskopobjektivs fyio zusammensetzt, wurde
experimentell durch Messung der Verschiebung p der ersten Beugungsordnung in Abhéngigkeit
der Blaze-Gitter Periodizitdten A und der Fitfunktion 4.3 bestimmt zu feg = 4506 4+ 8 pm, wie
in Abbildung 4.3a dargestellt [201]. Durch Vorgabe zentraler Fangparameter (Anzahl der Fallen,
transversaler Abstand und Orientierung der Fangpositionen zur nullten Ordnung) der zu erzeugen-
den optischen Fanggeometrie lassen sich mit Hilfe von (4.3) sowie der Gleichungen (2.22 - 2.25),
somit die entsprechenden an den realen experimentellen Aufbau angepassten Phasenmuster be-
rechnen. Die Berechnung erfolgt mit dem Computerprogramm zur SLM Ansteuerung. Im Rahmen
der in dieser Arbeit durchgefiihrten Experimente wurde auf eine Auslenkung der Fangpositionen
in axialer Richtung mit Hilfe von Fresnel-Linsen verzichtet, eine Herleitung vergleichbar zu (4.3)
sowie eine entsprechende Kalibration findet sich in [201]. Der Bereich um die nullte Beugungs-
ordnung, in dem sich Partikel innerhalb der ersten Beugungsordnung stabil fangen lassen, wurde
experimentell bestimmt und lasst sich als Ellipse beschreiben, welche durch die aus den Intervallen
[-30pm < z < 26 pm] in z—Richtung und [-50 pm < z < 40 pm] in y—Richtung beschriebenen
Halbachsen aufgespannt wird. Mit zunehmendem Abstand zur zentralen Beugungsordnung nimmt
hierbei die relative Fallensteifigkeit der optischen Falle ab (siehe Abbildung 4.3b), ebenso hat die
Anzahl der erzeugten Fallen einen direkten Einfluss auf die Stérke der jeweiligen einzelnen Fal-
len (Abbildung 4.3¢). Mit steigender Fallenzahl nimmt die Stéirke der einzelnen Fallen ab, werden
mehr als eine Falle generiert, sinkt die Summe aller Fallenstérken auf etwa 60 % der Stérke einer
einzelnen Falle. Die in Abbildung 4.3 dargestellten Messungen der Fallensteifigkeiten wurden aus
den Leistungsspektren der Partikelbewegungen von in der jeweiligen optischen Falle gefangenen

Polystyrol-Partikeln berechnet, wie in Abschnitt 2.1.2 beschrieben, und stammen aus [201].
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4.4. Raumlicher Licht-Modulator
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Abbildung 4.3.: Kalibration des SLM. (a) Abhéngigkeit der Verschiebung p von der Periodizitdt A
des auf dem SLM-Display dargestellten Blaze-Gitters, fit-Kurve gemif Gleichung (4.3). Die resultierende
effektive Brennweite wurde bestimmt zu feg = 4506 & 8 um. (b) Relative Fallensteifigkeit x in Abhéngigkeit
der Auslenkung p. Mit steigendem Abstand p nimmt die Fallensteifigkeit ab. (¢) Relative Fallensteifigkeit
+ in Abhéngigkeit der Anzahl und Position von bis zu vier gleichzeitig erzeugten optischen Fallen. Die
Fallen wurden, wie in der Einfiigung skizziert, im Abstand von p = /(5 pm)2? + (5 pm)? = 7,07 tm an den
Stellen (5/5)(Falle 1), (5/ — 5), (Falle 2), (—5/ — 5)(Falle 3), (—5/5)(Falle 4) erzeugt. Die Fallenkalibration
des Messungen in (b) und (c) erfolgte anhand der Leistungsspektren der Partikelfluktuationen von unter
Messbedingungen in den jeweiligen Fallen gefangenen 2 pm groften Polystyrol-Partikeln, Bildrate 10 kHz.
Die dargestellten Messungen wurden im Rahmen einer Masterarbeit durchgefiihrt [201].
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4. Experimenteller Aufbau

4.5. Kalibration der optischen Falle

Die Stérke der per SLM erzeugten optischen Falle hdngt, wie im vorigen Abschnitt beschrieben, von
der verwendeten Fallengeometrie ab und muss daher fiir jede Einstellung separat charakterisiert
werden. Die im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Fanggeometrien wurden mit der in Abschnitt
2.1.2 erlauterten step response Methode kalibriert und die Partikelrelaxationen in einem hoch-
viskosen Medium ausgewertet. Diese Methode wurde gewahlt, weil sie insbesondere die Charak-
terisierung des gesamten Kraftprofils der Fanggeometrien erméglicht. Die erhaltenen Kraftprofile
werden zur Bestimmung der riicktreibenden optischen Kraft in den Experimenten zur Messung der

Zellmechanik wihrend der Partikelinternalisierung (Abschnitt 5.3) bendtigt.

Im Folgenden ist die Kalibrierung am Beispiel einer Einfachfalle in der ersten Beugungsordnung in
einem Abstand von 7,07 pm zur nullten Ordnung und einem Winkel von 45° zur positiven z— Achse
gezeigt. Dies entspricht einer Fallenposition an der Stelle (5/5) und ist die in dieser Arbeit am hiu-
figsten verwendete Fanggeometrie. Die Kalibration aller anderen verwendeten Fanggeometrien er-
folgte analog. Die Laserleistung bei ausgeschaltetem SLM wurde auf 500 mW eingestellt, gemessen
hinter der Linse Ly (siche Abbildung 4.1b), die entsprechende Laserleistung in der Probenebe-
ne betrug 460 mW ohne Mikroskopobjektiv, die Leistung in der Fangebene bei Nutzung des 60z

Immersionsobjektiv mit einer Transmission von 0,7 [202] ldsst sich somit abschitzen zu 320 mW.

Um die Relaxationen der Partikel in die Gleichgewichtsposition der optischen Falle mit ausreichend
hoher zeitlicher Auflésung aufzunehmen, wurden die Partikel (jeweils 2 pum und 3 pm PS-COOH)
im Verhéaltnis 1 : 100 in einer Glyzerin-Wasser Losung mit einem Anteil von 73,9% Glyzerin
(caiyzerin = 99,8 %, Griissing GmbH ) verdiinnt, so dass die Relaxationen aufgrund der erhShten
Viskositét verlangsamt sind. Die Bestimmung des Wasseranteils des Glyzerin-Wasser-Gemisches
erfolgte hierbei im Rahmen einer Bachelorarbeit [203] mit Hilfe eines Oswald-Viskosimeters [204].
Die dynamische Viskositat der Kalibrationslosung (cGiyzerin,ka1 = 73,6 %) fiir eine Umgebungstem-
peratur von 7' = 37° berechnete sich geméf [205] zu 7370 = 19,3mPas ~ 0,02 Pas. Zur Messung
wurden die Partikel in der per SLM generierten optischen Fallenposition an der Stelle (5/5) in
einer Hohe von h = 3 pm oberhalb des Deckglasbodens gefangen. Unter Messbedingungen wurde
die optische Falle ausgeschaltet und der Mikroskoptisch in +x und +y Richtung um bis zu 2,5 pm
grofte Absténde transversal verfahren, so dass beim darauffolgenden Einschalten der optischen Falle
das ausgelenkte Partikel zuriick in die Gleichgewichtsposition relaxierte. Die Aufnahme der Parti-
kelbewegungen erfolgte mit einer Bildrate von 1kHz. Die resultierenden Trajektorien wurden mit
dem in Abschnitt 5.1.3 beschriebenen Kreuzkorrelationsalgorithmus ermittelt und mit einem im
Rahmen dieser Arbeit entwickelten MatLab Programm ausgewertet. Das resultierende Geschwin-
digkeitsprofil v(t) der 