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Zusammenfassung

In der biomedizinischen Forschung stellen Mikroskope schon seit langem
ein unverzichtbares Werkzeug dar. Seit den Optiken des niederléandischen
Tuchhéndlers Antoni van Leeuwenhoek (1632-1723 n. Chr.) haben sich die-
se technischen Hilfsmittel enorm weiterentwickelt. Fiir diese Arbeit wurden
drei fortschrittliche optische Methoden zur Messung und Kontrolle des ubi-
quitaren sekundéaren Botenstoffs Kalzium in Zellen verwendet, mit dem Ziel
diese im Spektrum der Methodiken zu etablieren.

Die Applikation der Methode der schnellen Videobildgebung wurde durch
die hohe Prévalenz von Herzpathologien in der westlichen Gesellschaft mo-
tiviert. Der Tod in Folge einer Herzerkrankungen ist die verbreitetste natiir-
liche Todesursache in Deutschland und vielen anderen westlichen Landern.
Bluthochdruck ist eine der Hauptursachen von Hypertrophie und einer damit
einhergehenden erh6hten Mortalitét in jedem Alter. Trotz steigender Erfolge
bei der Behandlung von Hypertrophie und deren Folgeerkrankungen bleibt
der exakte Zusammenhang zwischen einer Storung des Renin-Angiotensin-
Aldosteron-Systems und einer Hypertrophie unklar. In diesem Zusammen-
hang konnten die Guaninnucleotid-bindenden Proteine und deren Unterein-
heiten eine entscheidende Rolle bei der Weiterleitung oder Modulierung der
Effekte des Renin-Angiotensin-Aldosteron System im Herzen spielen. Ziel-
setzung des ersten Teils meiner Arbeit war es, den Zusammenhang zwischen
einem Hyperaldosteronismus und der Kalziumhomdostase in Kardiomyozy-
ten von genetisch verdnderten Mausen zu untersuchen. Um einen Hyperal-
dosteronismus zu verursachen, wurden den Tieren osmotische Minipumpen
mit Aldosteron implantiert. Aufgrund der rapiden Prozesse bei der Kalzi-
umhomoostase in Kardiomyozyten, wurde die schnelle Videobildgebung zur
Untersuchung der Verdnderungen im intrazelluliren Kalziumtrnsport ver-
wendet.

Das wichtigste Ergebnis dieser Studie war, dass eine Hyperaldosteronismus
den intrazellularen Kalziumtransport in murinen ventrikuldren Myozyten
moduliert. Des Weiteren war dies der erste Hinweis darauf, dass moglicher-
weise die Ga,/Gaq;-Proteine diese Reaktion zumindest teilweise vermitteln.
Von Interesse war hierbei, dass der knock-out von Ga, und Goy; verschiede-
ne Aspekte der genomischen Reaktion aufheben, was unterschiedliche Rollen
der Proteine nahelegt.

Verkniipft mit der Messung von Kalzium in Kardiomyozyten war auch das
Ziel des zweiten Abschnittes dieser Arbeit, der Etablierung eines Aufbaus
zur Zwei-Photonen-Photolyse einer Kalzium-bindenden Kiéfigsubstanz. Die
Zwei-Photonen-Photolyse kam zum Einsatz, da sie die beugungsbegrenzte
Photolyse und damit die subzellulare Kontrolle der Kalziumkonzentration
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ermoglichte. Dabei wurde die Laserpulsrate moduliert, um die Effizienz der
Kalziumfreisetzung zu optimieren. Miteinbegriffen in den Aufbau war ein
Linienabtaster, der die Steuerung des Photolyselasers im Sichtbereich er-
moglichte, um zum Beispiel Ryanodin-Rezeptoren in einer Zelle zu karto-
graphieren.

Zum ersten Mal wurde zudem eine numerische Simulation implementiert,
die den Einfluss der Laserpulsrate auf die Kalziumfreisetzung untersuchte.
Mit Hilfe der Simulationen konnte gezeigt werden, dass die Laserpulsra-
te an die intrinsischen Parameter einer Kéfigsubstanz, wie Zwei-Photonen-
Absorptionsquerschnitt und Umwandlungsrate, angepasst werden kann, um
die Freisetzung zu optimieren. Des Weiteren deuteten die Simulationen dar-
auf hin, dass die Laserpulsrate nicht nur die freigesetzte Kalziummenge
beeinflusste, sondern auch deren rédumliche Verteilung. Die Ergebnisse der
Simulation legen zudem nahe, dass eine Kartographierung von Kalzium-
rezeptoren mit einer Submikrometer-Auflésung nur mit Submillisekunden-
langen Laserpulsziigen moglich sein kénnte. Es wurde in der Folge ein Sys-
tem entwickelt, welches in der Lage war mittels definierter Laserpulszahlen
zu photolysieren. Dieses System konnte mit nur wenigen Mikrosekunden-
langen Laserpulsziigen Kalzium aus DM-Nitrophen freisetzen und dieses mit
Fluo 4 detektieren. Eine experimentelle Untersuchung zur Photoschadigung
von Zellen, unter Variation der Laserpulsrate, ergab, dass die Hauptursache
von Zellschaden in der Zwei-Photonen-Absorption und nicht in der Ein-
Photonen-Absorption lag.

Das letzte Teilprojekt dieser Arbeit war darauf ausgerichtet, die Methode der
Kalziumkonzentrationsmessungen mit Hilfe der Fluoreszenzlebensdauer zu
etablieren und diese auf rote Blutkérperchen anzuwenden. Kalzium vermit-
telt zum Beispiel das Schrumpfen der Erythrozyten, wenn sich diese durch
Kapillare bewegen. Kalzium wird aber auch fiir pathologisches Verhalten,
wie die Sichelzellenandmie, verantwortlich gemacht. Die freie Kalziumkon-
zentration in Zellen wird haufig iber die Fluoreszenzintensitiat von ratiome-
trischen Kalziumindikatoren (wie zum Beispiel Fura-2) gemessen. Die hohe
Konzentration des Hamoglobins in den Erythrozyten stort diese Intensitats-
basierten Messungen jedoch. Die Fluoreszenzlebensdauer von Kalziumindi-
katoren kann auch verwendet werden, um die absolute Kalziumkonzentration
zu bestimmen.

Dazu wurde ein Fluoreszenzlebensdauer-Bildgebungssystem etabliert. Mit
diesem wurde der Einfluss der Kalziumkonzentration auf die Fluoreszenz-
lebensdauer verschiedener Kalziumindikatoren in Erythrozyten untersucht.
Einige Kalziumindikatoren erwiesen sich als geeignet fiir weitere Messungen.
Die Messung der Fluoreszenzlebensdauer von Fura Red?™ ergab, dass sich
der Ky von Fura Red™ fiir Kalzium in Erythrozyten stark von dem K, in
in vitro unterschied.
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Summary

Microscopes are an essential tool in life-sciences. From the simple optics
made be Antoni van Leeuwenhoek (1632-1723 AD) these technical utilities
developed enormously. In this dissertation three advanced optical methods
to measure and control the ubiquious second messenger calcium in cells were
applied with the goal to establish them in the spectrum of methodologies.
The application of the first method was motivated by the high preva-
lence of cardiac pathologies in western civilization. Death caused by heart
diseases are still the major cause of death in Germany and other western
countries. Hypertension is one of the main causes for hypertrophy and by
this of increased mortality at every age. Despite the advances in the treat-
ment of hypertension and its subsequent diseases, the precise relationship
of disturbances in the renine-angiotensine-aldosterone system and hyper-
trophy still remains unclear. In this context the guaninnucleotide-binding
proteines and their subunits might play an important role in conducting or
modulating the effects of the renine-angiotensine-aldosterone systems in the
heart. The goal of the first part of this work was, to investigate the relati-
onship between hyperaldosteronism and calcium-homeostasis in cardiomyo-
cytes of genetically modified mice. To induce hyperaldosteronism osmotic
mini-pumps with aldosterone were implanted into mice. Fast video imaging
was chosen to investigate the changes in the rapid processes of intracellular
calcium handling. The major finding of this study was that indeed hyperal-
dosteronism modulated intracellular calcium handling in mouse ventricular
myocytes. Furthermore it was the first evidence, that Gea,/Gaj;-proteins
might mediate this response, at least partially. Interestingly knock-out of
Ga, and Gay; abrogated diffrent aspects of the genomic response, strongly
indicating diffrent roles for these proteins. Linked to the measurement of
intracellular calcium was also the goal of the second part of the work, which
was to establish a setup for two-photon-photolysis of caged calcium. Two-
photon-photolysis was set-up, because it allows diffraction limited photolysis
of caged-compounds to control calcium concetration on a subcellular level.
The pulse-rate of the photolysis-laser was modulated with a pulse-picker to
investigate how laser-pulse-rate effects the efficiency of release of calcium by
two-photon-photolysis. Additionally the setup comprised a laser-scan-head
to steer the photolysis-laser across the field of view in order to for example
map ryanodine-receptors
In order to further analyze the impact of modulated laser-pulse-rate on the
photolysis-rate, a numerical parameterization was implemented. The simula-
tions showed that laser-pulse-rate can be adapted to the intrinsic parameters
of a caged-compound in order to optimize the release. Furthermore the si-
mulations suggested, that laser-pulse-rates not only modulate the amount of
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released calcium but also the spatial distribution. Moreover the simulation
indicated, that a sub-micro-meter resolution, for the mapping of calcium re-
ceptors, might need sub-micro-second photolysis times in order to limit the
diffusion.

In addition a photolysis-system was developed which uses defined numbers
of laser-pulses to photolyse. With this sub-milli-second release and fast de-
tection of calcium from the chelator DM-Nitrophen was succesfully realized.
Modulated laser-pulse-rates were used in experimental investigation of photo-
damage. The results denote that cell damage is mainly attributed to two-
photon absorption not one-photon-absorption. The last project of this work
was focused on establishing fluorescence-lifetime-imaging as a method to
meaure the calcium concentration and to apply this method on red blood-
cells. Calcium mediates the shrinking of erythrocytes when they pass capilla-
ry vessels. Calcium is also discussed to be responsible for the pathological be-
havior of erythrocytes, such as sickle-cell disease. Free calcium-concentration
is often measured with fluorescence-intensity based ratiometric indicators li-
ke Fura-2. The high concentration of hemoglobin in erythrocytes hinders
these measuerements. Fluorescence-lifetime measurements can help to cir-
cumvent these limitations, since they do not depend on the fluorescence
intensity.

Therefore a fluorescence-lifetime imaging system was established. With this
the influence of calcium-concentration on the fluorescence-lifetime of several
calcium dyes in erythrocytes was measured. Some of the indicators revealed
to be eligible for further research. Additionaly the fluorescence-lifetime mea-
surements of Fura Red”™ gave hints that the K, of Fura Red”™ for calcium
in erythrocytes is massively different from the K in vitro.



Kapitel 1

Einleitung

1.1 Kalziumhomoosthase

Kalziumhomoostase bedeutet die aktive Aufrechterhaltung eines dynami-
schen Gleichgewichts der Kalziumkonzentration in einem biologischen Sys-
tem, hier einer Herzmuskelzelle. Kalzium ist in Muskelzellen der Vermittler
des elektrischen Signals der Nerven zur Kontraktion des Muskels. Der Herz-
schlag kann sich innerhalb kiirzester Zeit plotzlichen korperlichen Belastun-
gen anpassen und durch korperliches Training, iiber einen langeren Zeitraum,
verdndert werden [65]. Das Herz muss dabei nicht nur auf den Sauerstoff-
bedarf des Korpers reagieren, sondern auch auf andere Gegebenheiten, wie
zum Beispiel den Blutdruck. Das Herz besteht aus den rechten und lin-
ken Vorhofkammern (Atrien) sowie der rechten und linken Hauptkammer
(Ventrikel). Das Herz pumpt das Blut sowohl durch den kleinen Kreislauf,
d.h. von der rechten Hauptkammer in die Lungenarterien, als auch durch
den grofen Kreislauf, von der linken Hauptkammer in die Aorta. Wahrend
der Vorhofsystole kontrahieren die Atrien und driicken das Blut durch die
Segelklappen in die sich entspannenden Hauptkammern. Wenn nun die Ven-
trikel kontrahieren (Kammersystole), wird das Blut in die Arterien gepumpt.
Gleichzeitig werden die Vorhofkammern passiv wieder mit Blut befiillt. Der
Herzzyklus beginnt danach von neuem.

Der primére Impulsgeber des Herzens ist der Sinusknoten am Ubergang vom
rechten Vorhof zur Vena cava superior. Von dort ausgehend sorgt ein elektri-
scher Impuls, der durch das Atrium nach unten iiber den atrioventrikuléaren
Knoten und durch die Purkinje-Fasern geleitet wird, fiir eine geordnete Kon-
traktion. Die Ionen, die fiir diese Erregung verantwortlich sind, bewegen sich
durch die Zellen iiber die sogenannten Gap-Junctions, winzige Poren gebil-
det aus Membranproteinen aneinanderliegender Zellen.

Das elektrische Signal wird durch die Erregungs-Kontraktions-Kopplung in
eine mechanische Bewegung, die Kontraktion der Zelle, umgesetzt [14]. Das
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Abbildung 1.1: Kalziumzyklus in der Herzmuskelzelle; durch die L-Typ Kalzium-
kanéle stromt nach der Depolarisation der Zelle Kalzium aus dem extrazellularen
Raum in die Zelle ein. Dies 16st an den RyR eine massive Kalziumfreisetzung aus
dem SR aus. Dadurch kénnen die Myosinkopfe an die Aktinfilamente koppeln, wo-
durch es zur Kontraktion kommt. Die NCX sorgen fiir den Kalziumtransport durch
die Zellmembran und die SERCA transportieren das Kalzium zuriick in das SR. Am
Ende diese Zyklus ist das Mebranpotential wiederhergestellt und die Zelle bereit
fiir eine erneute Kontraktion (Grafik aus [15])

Potential der Zelle gegeniiber der extrazelluldren Umgebung wird durch den
elektrischen Impuls gestort. Die L-Typ Kalziumkanile reagieren auf diese
Storung, indem sie Kalzium in das Zytosol einstromen lassen (siehe hierzu
Abbildung 1.1). Diese einstromenden Kalziumionen sind fiir die Kalzium-
gesteuerte Kalziumfreisetzung (calcium induced calcium release (CICR)) aus
dem sarkoplasmatischen Retikulum (SR) durch die Ryanodin-Rezeptoren
(RyR) verantwortlich. Hierdurch steigt die Kalziumkonzentration im Zy-
tosol von ca. 100 nm auf iiber 1 uM. Die stark gestiegene Konzentration
der Kalziumionen bewirkt, dass Kalzium an das Protein Troponin C bin-
det. Hierdurch kénnen die Myosinkopfen an die Aktinfilamente ankoppeln,
wodurch in der Folge eine Zellkontraktion stattfindet. Durch die hohe Kal-
ziumkonzentration werden zudem die L-Typ Kalziumkanéle deaktiviert und
ein weiterer Einstrom von Kalzium aus dem extrazelluliren Raum verhin-
dert. Das im Zytosol vorhandene Kalzium wird hauptséchlich durch die
sarkoplasmic endoplasmic reticulum calcium ATPases (SERCAs) und die
Natrium-Kalzium-Austauscher (NCX) [15] aus dem Zytosol transportiert.
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Dadurch wird die diastolische Kalziumkonzentration wiederhergestellt, die
Myosinkopfe verlieren ihre Bindung an die Aktinfilamente und die Kontrakti-
on der Zelle endet. Durch die SERCA wird Kalzium in das SR gepumpt. Die
NCXs transportieren Kalzium in den extrazelluliren Raum. Wahrend die
SERCAs Kalzium konstant in das SR transporieren, kehrt sich die Trans-
portrichtung der NCXs um, sobald das Membranpotential einen héheren
Wert hat als das Umkehrpotential des NCX. Das wihrend des Kalziumzy-
klus an humanen ventrikuldren Kardiomyozyten anliegende elektrische Po-
tential, das sogenannte Aktionspotential, ist in Abbildung 1.2 dargestellt.
Zudem ist das Umkehrpotential des NCX abgebildet sowie der Verlauf der
Kalziumkonzentration.
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Abbildung 1.2: Aktionspotential der menschlichen Herzzelle, Aktionspotential
(En), Kalziumtransient (|Cal;) und Umkehrpotential des NCX (Grafik aus [14])

1.1.1 Natrium-Kalzium-Austauscher

Der NCX ist fiir einen Grofteil des Kalziumefiux, dem Transport von Kal-
zium aus der Zelle heraus, verantwortlich. Er ist elektrogen, da er 3 Nat aus
dem extrazelluldren Raum gegen ein Ca** aus der Zelle austauscht [22]. Die
Aktivitit des NCX ist sowohl von der Konzentration des Na* und des Ca?*
als auch vom Membranpotential abhéngig. Auch ein entgegengesetzter Aus-
tausch wurde nachgewiesen. Der NCX wird, da er die intrazelluldre Kalzi-
umkonzentration mafgeblich beeinflusst, mitverantwortlich gemacht fiir die

Effizienz des CICR |81, 111, 99].
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1.1.2 SERCA-Pumpe

Die SERCA-Pumpe ist ein Protein, das in die Membran des sarko-endoplas-
matischen Retikulums integriert ist. Sie ist bei Mausen und Ratten hauptver-
antwortlich fiir die Wiederherstellung der diastolischen Kalziumkonzentrati-
on im Zytoplasma. Dabei werden in Herzmuskelzellen Kalziumionen gegen
einen steigenden Konzentrationsgradienten in das Innere des SR gepumpt,
wo sie von dem Protein Calsequestrin gebunden werden [57]. Die fiir die-
sen Vorgang notige Energie wird aus der Hydrolyse von Adenosintriphoso-
hat (ATP) bezogen. Der Anteil des Kalziums, der durch die SERCA aus dem
Zytosol entfernt wird, betragt beim Menschen ca. 70% [14], bei Ratten und
Méusen hingegen ca. 92%. Phospholamban (PLB) inhibiert die Aktivitat der
SERCA [3]|. PLB kann durch zyklisches Andenosinmonophosphat (cAMP)
und auch Calmodulin-abhingige Proteinkinasen phosphoryliert werden. Die
fehlende Inhibierung durch PLB erhoht die SERCA-Aktivitat. Dies stei-
gert wiederum die Kalziumbeladung des SR, wodurch die Amplitude der
Kalziumkonzentration wihernd der Kontraktion erhtht wird [14]. Weiterhin
ist eine Dephosphorylierung von PLB iiber einen Proteinkinase C (PKC)a-
abhéngigen Signalweg moglich [21]. Sowohl cAMP als auch PKCa werden in
der Singalkaskade von Gey, aktiviert. Deshalb kénnte ein KO dieses Proteins,
wie er in dieser Arbeit benutzt wurde, beide Wege zur Phosphorylierung von
PLB beeinflussen.

1.1.3 Natrium-Kalium-ATPase

Die Natrium-Kalium-ATPase (Na® /K*-ATPase) ist eine Ionen-Pumpe, die 3
Nat aus der Zelle heraus und zeitgleich 2 K* in die Zelle hinein transportiert.
Dies geschieht unter Verwendung von ATP, da die Nat /K*-ATPase bei dem
Transport gegen ein elektrisches und ein chemisches Potential arbeitet. Beide
Potentiale werden durch den Transport verstarkt. Die Na®™ /K™-ATPase ist
zusammen mit dem Na™ /K*Cl~ Kotransporter hauptverantwortlich fiir den
Natrium- und Kaliumhaushalt der Kardiomyozyten und beeinflusst somit
auch die Aktivitdt von NCX. Indirekt wird damit Einfluss auf die Kalzi-
umfreisetzung aus dem SR [47] genommen. Die Na®/K*-ATPase wird von
Aldosteron iiber PKCe beeinflusst. Aldosteron hat jedoch nicht nur akute
Effekte, sondern moduliert auch die Expression der Nat /K*-ATPase [54].
Eine dauerhafte Inhibierung des Transporters wirkt sich auf den Zellmeta-
bolismus, das Zellvolumen und auch auf den CICR aus. Dies wird pharma-
kologisch genutzt, um mittels Herzglykosiden den Herzschlages zu kraftigen
[111, 47, 82]. Da die in dieser Arbeit verwendeten Tiere einen Hyperaldos-
teronismus hatten, konnte dieser Mechanimus des gestérkten CICR und der
erhohten basalen Kalziumkonzentration zum Tragen kommen.
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1.1.4 Aldosteron

Aldosteron ist ein Mineralkortikosteroid, das eine wichtige Rolle in der Re-
gulierung des Blutdruckes und des Durstgefiihles spielt. Es wird in einem
Teil der Nebennieren, der Zona glomerulosa, gebildet. Es steuert in den
Sammelrohren der Nieren die Ausscheidung von Kalium bzw. Natrium. Wie
oben schon erwahnt, gibt es einen Zusammenhang zwischen einer erhoh-
ten Aldosteronkonzentration im Blut bezichungsweise dem kardialen Gewe-
be und Herzpathologien wie Hypertrophie und dem metabolischen Syndrom
[115, 63]. Sontial et al. [134] berichten, dass die Herzen von C57Bl/6 Mausen
bei einer Aldosteronggabe von durchschnittlich 350 mg/kg/d eine signifikan-
te Erhohung des Herzgewichtes normiert auf die Tibia Lénge zeigten. Zudem
kam es zu einer Zunahme des Kollagenanteils im Herzgewebe. Beides weist
auf eine entstandene Hypertrophie sowie Fibrose hin. Bei Experimenten mit
Ratten, denen eine Niere entfernt wurde, konnte festgestellt werden, dass
eine Diadt mit reduziertem Kochsalzgehalt eine Fibrose, trotz Aldosteronin-
fusion, unterbinden konnte [23].

Neben schnellen nicht-genomischen Effekten, wie dem Einfluss auf cAMP,
1,2-Diacylglycerine (DAG), Inositol-1,4,5-trisphosphat (IP3) und Kalzium-
Tonen [33], zeigt Aldosteron auch genomische Effekte. So kann der Steroi-
deinfluss auf die Zellen zu einer veranderten Genregulation fithren. Dies kann
zum Beispiel durch die Aktivierung von Transkriptionsporzessen oder durch
transkriptionellen Interferenz erfolgen [66]. In der glatten Gefafmuskula-
tur kommt es zu genomischen Effekten, wenn Aldosteron an den Mineral-
Kortikoid-Rezeptor bindet [23]. Die exakten Singalwege moglicher genomi-
scher Effekte von Aldosteron in Herzmuskelzellen sind nicht umfassend ge-
klart, da die Mineral-Kortikoid-Rezeptoren in Herzmuskelzellen wohl iiber-
wiegend von physiologischen Glukokortikoiden okkupiert, aber nicht akti-
viert werden [48]. Jedoch modulieren viele Steroide in anderen System g-
protein coupled receptors (GPCRs), was auch bei Aldosteron der Fall sein
konnte.

1.1.5 G-Protein gekoppelte Rezeptoren

Das heterotrimerische Guaninnucleotid-bindende Protein (G-Protein) ist ein
Signalwandler in der Zellmembran, der Rezeptoren und Effektoren verbin-
det und fiir die Signalweiterleitung in das Zellinnere verantwortlich ist [106]
[30] [100]. Rezeptoren, die an G-Proteine gekoppelt sind (GPCRs), existieren
fiir eine Vielzahl von Hormonen und Neurotransmittern. G-Proteine besit-
zen drei Untereinheiten: «, § und 7. Es sind mehr als 15 G,-Untereinheiten
bekannt [120]. Gegenstand der kardiologischen Forschung sind sowohl diese
a-Untereinheiten als auch die - und v-Untereinheiten, die ebenfalls eine
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Abbildung 1.3: Signalwege des Gag-Protein-gekoppelten Rezeptors in Herzmus-
kelzellen (Grafik aus [118])

Rolle bei der Entwicklung von Herzerkrankungen spielen konnen [89]. Unter
den a-Untereinheiten nimmt Gey, eine prominente Rolle im Herzen ein (siehe
hierzu auch Abbildung 1.3) [144, 34, 118|. Durch Ga, wird wahrscheinlich
auch das gesunde Wachstum des Herzens (kompensatoriche Hypertrophie
durch korperliche Anstrengung) vermittelt [72]. Es verdichten sich ebenfalls
die Hinweise, dass die Entwicklung einer Nachlast-induzierten Hypertrophie
durch Abwesenheit des Gay- und des Gayp-Proteins gehemmt wurde [104].
Hier muss darauf hingewiesen werden, dass das Gayi-Protein bei der fotalen
Entwicklung des Herzens, wie von Offermanns et al. [104] gezeigt, redundant
fir das Gag-Protein ist. Jedoch scheint sich diese Redundanz nicht auf alle
Funktionen von Gay zu erstrecken [64].

Durch Binden des Liganden an den Rezeptor kommt es zu einer Konfor-
mationsdnderung der a-Untereinheit (siehe Abbildung 1.4). Dadurch 16st
sich das an diese Untereinheit gebundene GDP, dessen Platz durch GTP
eingenommen wird. Infolgedessen dissoziiert die a-Untereinheit von der (-
und 7-Untereinheit. Das GTP wird durch die intrinsische Guanosintriphos-
phatase-Aktivitat der G,-Untereinheit hydrolysiert. Hierdurch kann diese
Untereinheit erneut an die beiden iibrigen Untereinheiten binden.

Der Effektor der Gay,-Stimulation ist die Phospholipase C (PLC), welches
das an der Zellmembran vorhandene Phosphatidyl-Inositol 4,5-Bisphosphat
(PIP;) hydrolysiert. Das daraus entstehende IP3 kann an die [P3-Rezeptoren
im endoplasmatischen Retikulum (ER) und SR binden und dadurch die
Kalziumfreisetzung induzieren. Eine Uberexpression der IP5-Rezeptoren for-
dert in Tiermodellen eine Hypertrophie, was auf eine mégliche Bezichung
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Abbildung 1.4: Aktivierung und Deaktivierung des heterotrimeren G-Proteins.
Durch die Aktivierung des GPCR kommt es zu einer Konformationsdnderung in der
Ga-Untereinheit, wodurch sich das an diese gebundene Guanosindiphosphat (GDP)
sich 16st. Durch die folgende Bindung von Guanosintriphosphat (GTP) an Ga dis-
soziiert die Untereinheit von GS/G~. Die resultierenden getrennten Untereinhei-
ten wirken auf ihre Effektoren. Durch die Ga intrinsische Guanosintriphosphata-
se (GTPase) wird GTP wieder zu GDP hydrolysiert. Die Ga-Untereinheit kann
wieder an Gf3/G~ binden (Grafik aus [120])

zwischen IP3-Rezeptor Aktivierung und Hypertrophie-Entstehung hindeu-
tet |97]. Ein weiteres Produkt der PIP,-Hydrolyse ist DAG. DAG aktiviert
seinerseits die Kalzium-insensitiven neuen PKCs, was in der Folge zu ver-
anderten Transkriptionsprozessen fiihren kann. Es werden Gene exprimiert,
die ansonsten nur in fétalen Zellen zu finden sind [144, 50, 70].

1.2 Ein- und Zwei-Photonen-Photolyse von
Kafigsubstanzen

1.2.1 Theorie

Photolyse bezeichnet im Allgemeinen die Spaltung eines Molekiils, ausgelost
durch die Bestrahlung mit Licht. Dabei wird ein Photon (oder mehrere Pho-
tonen) durch das Molekiil absorbiert, woraufthin dieses, hiufig in mehreren
Schritten, in multiple Endprodukte zerféllt. Die Bindungsenergie bestimmt
dabei, welche Energie beziehungsweise welche Wellenlédnge notwendig ist, um
eine Bindung innerhalb des Molekiils aufzubrechen.

Photolyse wird experimentell hdufig dazu verwendet, einen Liganden, der
durch ein Kafigmolekiil fiir biologische Rezeptoren inert gemacht wurde
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(z.B. ein Kalziumion oder auch Glutamat), von eben jenem Kéifig zu tren-
nen. So kann mittels Photolyse dieser Kéfigsubstanz, zu einem bestimmten
Zeitpunkt und an einem definierten Ort, eine Reaktion der Zelle induziert
werden [119, 114, 43, 128]. Die meisten Kéafiggruppen sind acsUV-sensitiv
da hohe Energien notwendig sind, um die Bindung aufzubrechen. Aus die-
sem Grund werden oftmals Quecksilberdampf-Blitzlampen, welche ein brei-
tes Sprektrum im UV-Bereich besitzen, oder UV-Laser zur Photolyse einge-
setzt |26, 20, 136]. Soll der Ligand nicht nur zeitlich, sondern auch raumlich
definiert freigesetzt werden, so ist die Photolyse mittels Absorption eines
Photons nur bedingt geeignet [49, 39]. Durch Fokussieren mit Hilfe eines
Objektivs wird die Photolyse nur in zwei Dimensionen, senkrecht zur op-
tischen Achse des Objektivs, eingeschréankt. Entlang der optischen Achse
wird pro Schnittebene immer die gleiche Menge an Kéfigmolekiilen ange-
regt. Ware nur die Detektion des freigesetzten Stoffes von Interesse, so ware
es mittels mathematischer Dekonvolution einer Stapelaufnahme méglich, die
Freisetzung aufserhalb der Fokusebene herauszurechnen. Da jedoch ein Ziel
der ortlich begrenzten Freisetzung die Lokalisierunge von Rezeptoren in drei
Dimension innerhalb von Zellen ist, wére eine solch ungewollte Freisetzung
nicht nur hinderlich, sondern wiirde eine Lokalisierung in Richtung der op-
tischen Achse unmoglich machen.

Abbildung 1.5: Vergleich von Fluoreszenz durch Ein- und Zwei-Photonen-
Absorption in einer Safranin O Losung: Links ist zu erkennen, dass der Laser, der
von oben in die Kiivette fokussiert wird, einen kompletten Konus ausleuchtet. Der
Pfeil rechts zeigt auf eine Zwei-Photonen-Anregung. Diese beschrénkt sich auf ein
Paraboloid und ist im Idealfall nicht viel gréfer als der beugungsbegrenzte Fokus
(aus [105] ohne Mafstab)

Maria Goeppert-Mayer [52| beschrieb erstmals, dass ein Molekiil auch zwei
Photonen gleichzeitig absorbieren kann. Dies ist auch moglich mit Photonen,
deren Wellenlénge normalerweise nicht ausreichen wiirde, um das Molekiil
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in einen angeregten Zustand zu versetzen [108, 109]|. Ein solcher Prozess
einer Zwei-Photonen-Absorption findet jedoch nur bei sehr hohen Intensi-
taten statt, da die Koeffizienten der nichtlinearen Beitrage zum elektroma-
gnetischen Feld im Allgemeinen recht klein sind. Aus diesem Grund werden
fiir die Zwei-Photonen-Absorption, bis auf wenige Ausnahmen [157], nur ge-
pulste Laser verwendet, denn bei diesen konnen Spitzenintensitdten in der
Grofenordnung von MW /em? erreicht werden [49, 116]. Die Rate der Ab-
sorption P ergibt sich aus;

P = ca(\){I?) (1.1)

wobei ¢ die Konzentration des absorbierenden Molekiils, o(\) der Wirkungs-
querschnitt des Molekiils fiir Photonen der Wellenlange A und / die momen-
tane Intensitat des Lasers ist. Der Wirkungsquerschnitt ist als ein Maf fiir die
raumliche Ausdehnung zu verstehen und gibt die Wahrscheinlichkeit wieder,
mit der bei einer bestimmen Lichtintensitit zur einer Absorption kommt.
Die Intensitéat des Lasers in drei Raumrichtungen wird ndherungsweise durch
zwei Gaussfunktionen unterschiedlicher Halbwertsbreite beschrieben;

I=1Iy-e 6 -e >0 (1.2)

Hierbei ist r der radiale Abstand vom Fokus, 2wy der Fokusdurchmesser, z
der Abstand vom Fokus in Richtung der optischen Achse und z, die Rayleigh-
Lange. Aus dieser quadratischen Abhéngigkeit, kombiniert mit der Intensi-
tatsverteilung in einem fokussierten Laserstrahl, ergibt sich eine intrinsische
Sektionierung. In Abbildung 1.5 wird die Fluoreszenz durch Ein-Photonen-
Absorption mit der Fluoreszenz durch Absortion zweier Photonen in einer
Safranin O Losung verglichen. Es miissen verschiedene Voraussetzungen er-
fiillt sein, um Zwei-Photonen-Photolyse in einem biologischen Experiment
einsetzen zu konnen. Zum einen muss die Menge der freigesetzten Liganden,
grof genug sein, um eine Antwort des biologischen Systems hervorrufen zu
kénnen [29, 61, 149]. Zum anderen darf sowohl die Konzentration der Ké-
figsubstanz als auch die Intensitdt des Anregungslasers nicht so hoch sein,
dass das biologische System signifikant gestort wird [131, 67, 127, 145|. Die
Photolyserate ergibt sich direkt aus der Absorptionsrate, da fiir je zwei ab-
sorbierte Photonen eine Kéfiggruppe zerstort werden kann. Bei einer realen
Kafigsubstanz zerfallt nicht jedes angeregte Kifigmolekiil. Viele Kéfigmole-
kiile, wie z.B. DM-Nitrophen (DMNP), kénnen die absorbierte Energie auch
anderweitig dissipieren. Solche Moglichkeiten waren strahlende sowie nicht-
strahlende Ubergéinge, interne Schwingungszustinde oder auch Stoke mit
anderen Molekiilen. Hierdurch sinkt die Effizienz der Photolyse [1, 46]. Die-
se sogenannte Quanteneffizienz € ist ein Hauptfaktor fiir die Photolyserate R.
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Somit lasst sich die Photolyserate mit Gleichung 1.1 fiir die Absorptionsrate
schreiben als;

R c%ea()\)<12> (1.3)

1.2.2 Anwendung der Zwei-Photonen-Photolyse in der
Biologie

Zwei-Photonen-Photolyse ist heutzutage eine effiziente Methode, um Sub-
stanzen, die an ein Kéfigmolekiil gebunden sind, in einer Zelle rdumlich
begrenzt freizusetzen [87, 74, 69]. Zudem hat IR-Strahlung durch die ho-
here Eindringtiefe in Gewebe [59, 139] sowie die niedrigere Phototoxizitét
fiir Zellen [146, 145, 121, 78|, viele Vorteile gegeniiber einer Photolyse mit
UV-Licht. In Hinsicht auf Substanzen mit verbesserten Eigenschaften fiir die
Zwei-Photonen-Photolyse [35, 107, 19] sowie die komplexen Mechanismen,
im Zusammenhang von gepulster Freisetzung und Diffusion [42, 41, 73], lie-
gen viele Forschungsergebnisse vor. Jedoch ist die Zahl der Publikationen in
denen die Zwei-Photonen-Photolyse als Methodik angewendet wurde (768
Publikationen gefunden mittels ISI-Suche, Stichworter ,,photolysis and two
photon®, Erscheinungsjahre 1990-2013) nicht mit der Gesamtzahl an Verof-
fentlichungen zu vergleichen, in denen Photolyse verwendet wurde (51729
Publikationen gefunden mittels ISI-Suche, Stichwort ,photolysis®, Erschein-
gungsjahre 1990-2013).

Die Menge der angeregten Kafigmolekiile, die pro Sekunde zerfallen, hangt,
wie anhand von Gleichung 1.3 zu sehen ist, von vier Parametern ab: vom
Wirkungsquerschnitt sowie der Quanteneffizienz (beides sind intrinsische Ei-
genschaften der Kéfigmolekiile, auf die kein weiterer Einfluss besteht); von
der Laserintensitdt und von der Stoffmenge der Kafigsubstanz. Die letzten
beiden Parameter werden héufig durch biologische und physikalische Gren-
zen beschrankt. Der Parameter der letztendlich die Gesamtzahl der zerfal-
lenden Kéfigmolekiile bestimmt, ist die Photolysedauer, welche, zumindest
theoretisch, beliebig vergrofsert werden kann. Haufig werden Photolysezeiten
von mehreren Millisekunden [87, 46] verwendet. Jedoch fiihrt eine ldngere
Freisetzung nicht immer zu einer Reaktion der Zelle. Dies liegt darin be-
griindet, dass eine Reaktion der Zelle hdufig nicht von der reinen Anzahl an
aktiven Molekiilen abhéngt, sondern von deren Konzentration [68, 113, 76].
Bei kleinen Freisetzungsraten diffundieren durch das Konzentrationsgefille
unter Umstanden die freigesetzten Liganden so schnell aus dem Fokus, dass
die Konzentration im Fokus nicht signifikant angehoben wird.

Des Weiteren bedingt die Diffusion bei langen Photolysezeiten, dass eine
rdumlich begrenzte Anhebung der Konzentration des Liganden nicht mehr
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gegeben ist [74]. Die beiden weiteren Faktoren, die die Freisetzsungsrate be-
einflussen (die Konzentration der Kéfigsubstanz sowie die Laserintensitét)
kénnen, wie oben schon erwahnt, in gewissen Grenzen angepasst werden.
Héufig wurde in Experimenten, bei denen die Liganden kovalent gebunden
sind, eine hohe Konzentrationen (>0,01 mol/l (M)) der Kéfigsubstanzen ver-
wendet, um die niedrigen Wirkungsquerschnitte und Quanteneffizienzen der
Kéfigsubstanzen auszugleichen [91, 101|. Nicht immer ist eine solche Vor-
gehensweise moglich, wie z.B. bei Kalzium, bei dem die Kalziumionen in
einer Gleichgewichtsreaktion vom Kéfigmolekiil, einem Chelator, gepuffert
werden. Die Konzentration der Kafiggruppe lag bei vielen Publikationen im
Allgemeinen im niedrigen einstelligen mM Bereich [79, 132, 96]. Des Weiteren
wurden niedrige Laserleistungen verwendet, dafiir jedoch lange Photolyse-
zeiten von mehreren ms. Eine Ausnahme bildet hier Figuerora et al. [45]
mit einer Konzentration von bis zu 15 mM DMNP. In den von Figueroa et
al. durchgefiihrten Experimenten wurde in glatter Muskulatur der Chelator
DMNP mittels einer Photolysedauer von wenigen Mikrosekunden bei einer
nicht néher spezifizierten Intensitdt des Lasers photolysiert, um CICR zu
erzielen.

1.3 Fluoreszenzlebensdauer-Bildgebung

Fluoreszenz bezeichnet die spontane Emission von Photonen, wenn ein Mo-
lekiil oder Atom aus dem angeregten Singulett-Zustand S; in den Grundzu-
stand zuriickféllt. Haufig wird die Intensitdt der Fluoreszenz eines Indika-
tors, um die Konzentration eines nicht fluoreszenten Stoffes zu messen, wie
z.B. Fluo 8 im Fall von Kalziumionen. Da die Fluoreszenzintensitat auch
immer von der Konzentration des Indikators abhéngt und da die Bewegun-
gen von Zellen die Messungen beeinflussen, sind ratiometrische Messungen
mit speziellen Indikatoren, wie zum Beispiel Fura-2, notwendig, um absolute
Konzentrationswerte zu bestimmen.

Die Fluoreszenzlebensdauer ist meist unabhéngig von der Konzentration des
Indikators. Aus diesem Grund bietet die Messung der Fluoreszenzlebensdau-
er einen alternativen Ansatz fiir optische Untersuchungen physiologischer
Parameter. Dabei kann die Fluoreszenzlebensdauer nicht nur punktuell ge-
messen werden. Durch Abrastern der Probe oder eine Weitfeldaufnahme
mittels einer Kamera, kann die Lebensdauer auch ortsaufgelost detektiert
werden. Dieses System wird Fluoreszenzlebensdauer-Bildgebung, oder auch
fluorescence-lifetime imaging microscopy (FLIM), genannt. Die Grundlagen
von FLIM sind die Zerfallsraten und Zerfallswege der angeregten Zusténde
der fluoreszenten Molekiile. Die Zerfallsraten ergeben sich nach einer streng
quantenmechanischen Betrachtung, wie sie zuerst von V. Weisskopf und E.
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Wigner [153], unter Zuhilfenahme der Ideen von P. Dirac [31], fiir ein System
mit einem angereten Zustand und vielen Zielzusténden, durchgefiihrt wur-
de. Es wird von einem Atommodel als Superposition von Eigenzustdnden
ausgegangen [92];

(1)) = Cit)e™™fi) + Y Cpe " rt| f), (1.4)

Hierbei ist |W(t)) der zeitabhéngige Zustandsoperator des fluoreszierenden
Atoms und C;(t)e=™! bzw. Y Cre~i@s+)t sind die Zeitentwicklungsopera-
toren fiir den inertialen (angeregten) |i) bzw. finalen (Grund-) Zustand |f)
des Atoms. Nach dem Einsetzen in die Bewegungsgleichung der Quanten-
mechanik, Anwenden des Dipoloperators und formeller Integration von C'fa
wird daraus;

t
Cit) == Y lgal? [ ey (e) (15)
o 0

mit g, der Dipolkopplungskonstante fiir den Ubergang von |i) nach | f),. Da-
nach kann die grobe Néherung C;(t') = C;(t) angewendet werden. Zusammen
mit dem Cauchy-Hauptsatz ergibt sich die Gleichung fiir den exponentiellen
Zerfall fiir den angeregten Zustand;

Ci(t) = =5 Cilt) mit y =27 ) [ga (1.6)

Fiir ein komplexes System aus vielen angeregten und Grundzusténden erge-
ben sich in gleicher Weise mehrere Zerfallskonstanten. Aus diesen Zerfalls-
raten lassen sich die Fluoreszenzlebensdauern berechnen. Die Lebensdauer
eines angeregten Zustandes ist dabei von allen Zustédnden des emittierenden
Systems abhéngig. Sie kann also Auskunft iiber die das System beeinflus-
senden Parameter geben. Ein Parameter kann z.B. die Protonierung sein,
die wiederum vom pH-Wert abhingt, oder die Bindung an ein Ion wie Ca?*.
Eine Messung der Fluoreszenzdauer kann also zum Bestimmen systemre-
levanter Parameter, wie zum Beispiel der Kalziumkonzentrattion oder des
pH-Wertes |28, 85|, verwendet werden.

Es gibt verschiedene Methoden diese Lebensdauer zu messen. Die Messung
kann in der sogenannten Frequenzdoméne, mittels Phase und Amplitude
[83] oder in der Zeitdoméne [9, 10, 117], mit Hilfe von time correlated single
photon counting (TCSPC) oder schnell geschalteter Detektoren, erfolgen.
Weitere Unterscheidungsmaoglichkeiten bestehen durch die Technik, mit der
die Photonen detektiert werden und auf welche Art und Weise mit der das
Bild, in dem die Fluoreszenzlebensdauer ortsaufgelost dargestellt wird, zu-
stande kommt. Da es eine grofe Vielzahl an Techniken gibt, die auch fast
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alle miteinander kombinierbar sind, wiirde eine umfassend Einfiihrung in
die Thematik die Ausfithrungen dieses Abschnitts iibersteigen. Es wird an
dieser Stelle auf einen Ubersichtsartikel von W. Becker [8] beziehungsweise
das Buchkapitel von E.B. van Munster und W.J. Gadella [147] verwiesen,
welche fiir eine weiterfithrende Einarbeitung geeignet sind.

Da die in dieser Arbeit verwendete Messmethode eine Bestimmung der Le-
bensdauer in der Zeitdoméane verwendete, wird diese Technik naher beleuch-
tet. Wie erwahnt, existieren zwei Techniken mit denen die Fluoreszenzlebens-
dauer in der Zeitdoméne gemessen werden kann. Beide haben gemein, dass
das Chromophor mit einem kurzen Lichtpuls angeregt wird, um danach das
Abklingen der Fluoreszenz zu messen. Mit schnell geschalteten Detektoren
wird immer nur fiir ein bestimmtes Zeitfenster die Messung der Fluores-
zenz durchgefiihrt. Die zeitliche Information wird dadurch erlangt, dass das
Messfenster zeitlich gegen den Anregungspuls verschoben wird. Die Mog-
lichkeit bei dieser Technik Fléchendetektoren zu verwendenden, erméglicht
es, die raumliche Information gleichzeitig aufzunehmen. Dies ist, trotz der
Notwendigkeit den zeitlichen Verlauf mittels der gates zu messen, schneller
als die Bildaufnahme beim Einzelphotonenzéhlen. Moglich sind Bildwieder-
holraten von bis zu 100 Hz [2]. Der Nachteil beim gegateten Messen ist,
dass immer nur ein Teil der Photonen detektiert wird, was eine hohe An-
regungsleistung notwendig macht. Weiter ist zu beachten, dass sich ein zu
starkes Bleichen der Probe, welches wie eine weitere ,Entleerung” des an-
geregten Zustands wirkt, negativ auf die Genauigkeit der zu bestimmenden
Lebensdauer auswirkt [135]. Die starke Beleuchtung der Probe, welche diese
unter Umstédnden zu stark bleicht, kann durch Verwendung von nur weni-
gen Finschaltzeiten ausgeglichen werden. Jedoch besteht dann das Problem,
dass die Zahl der Messpunkte nicht ausreicht, um bei Anwesenheit meh-
rerer fluoreszenter Spezies mit Hilfe einer Regression mehrere Zerfallsraten
und Fluoreszenzintensitéits-Amplituden akurat zu bestimmmen. Des Weite-
ren wird bei der Weitfeld-Methode Licht von aufserhalb der Fokusebene mit-
detektiert, was zum einen die Auflosung reduziert und zum anderen auch
die Messung der Lebensdauer beeinflusst

Zeitkorreliertes Einzelphotonenzéhlen [102, 10] ist eine Technik, um Fluores-
zenzlebensdauern zeitlich hochauflésend zu messen. Dabei wird ein schneller
Detektor bendtigt und eine Korrelationselektronik. Die Elektronik erlaubt
das prézise Aufzeichnen der Ankunftszeiten der Photonen. Ein Synchronisa-
tionssignal mit der Anregung wird parallel dazu aufgezeichnet. Auch sollte
hier erwéahnt werden, dass zu hohe Zahlraten die Messung verzerren. Das
Prinzip des TCSPC basiert darauf, dass nach der Anregung durch den i-ten
Laserpuls die Ankunftszeit eines Photons gemessen wird. Danach ist der De-
tektor fiir mehrere ns inaktiv, im Idealfall bis zum (i+1)-ten Laserpuls. Bis
dahin miissen alle durch den i-ten Laserpuls angeregten Chromophore in den
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Grundzustand zuriickgekehrt sein, da sonst die Zuordnung der detektierten
Photonen zu dem i-ten Sychronisationssignal gestort wird. Die Liste mit den
Ankunftszeiten kann im Anschluss mit der Synchronisation korreliert wer-
den. Da die Detektion mit einer begrenzten Wahrscheinlichtkeit erfolgt, wird
von einem Ensemble an Emittern nicht immer zum gleichen Zeitpunkt ein
Photon detektiert. So kann ein Histogramm mit den Zahlraten, zu verschie-
denen Zeitpunkten nach der Anregung, erstellt werden. Die mathematische
Regression dieser Statistik mittels einer Zerfalllsfunktion, erlaubt eine sehr
genaue Bestimmung der Zeitkonstanten des Zerfalls des Fluoreszenzsignals,
auch bei multiplen Zerfallsraten. Diese Methode erfordert die Verwendung
eines schnellen Punktdetektors [zum Beispiel Avalanche-Photodiode (APD)
oder Photomultiplizierer (PMT)] die einen Linienabtaster notwendig ma-
chen, um ein Bild der Probe zu erstellen. Da zu jedem Bildpunkt eine aus-
reichende Zahl an Photonen gezéhlt werden muss, um eine Regression des
Histogramms vornehmen zu konnen, ist in den meisten Féllen die Abtastge-
schwindigkeit begrenzt. Dies wiederum beschrankt die Geschwindigkeit des
FLIM mittels TCSPC. Jedoch ermdglicht die Verwendung eines Punktde-
tektors eine konfokale Filterung und somit eine hohere raumliche Auflésung
sowie ein niedrigeres Rauschsignal. Zudem ermdglicht die hohe Quantenef-
fizienz der verwendeten Detektoren eine Messung der Lebensdauer auch bei
schwach fluoreszenten Proben.
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Kapitel 2

Material und Methoden

2.1 Kalziumhomoostase in murinen ventriku-
laren Kardiomyozyten unter dem Einfluss

eines Hyperaldosteronismus in Ga,-/Gay;-
KO-Mausen

2.1.1 Genetisch veranderte Tiere und osmotische Mini-
pumpe

Die Haltung der Tiere sowie die Isolation der Herzmuskelzellen wurden von
der Tierversuchskomission der Universitdt des Saarlandes genehmigt und
gemék den Richtlinien der Direktive der Européischen Union fiir Labortiere
(86/609/EEC) und dem Leitfaden fiir die Pflege und Nutzung von Labortie-
ren der US National Institutes of Health (NIH Veroffentlichung Nr. 85-23,
1996) durchgefiihrt. Fiir diesen Abschnitt der Arbeit wurden genetisch ver-
anderte Mause verwendet, um die Rolle der G,,- und G,11-Proteinunterein-
heiten fiir die Aldosteron-Singalkaskade in Kardiomyozyten zu untersuchen.
Im Folgenden werden die verwendeten Genotypen kurz eingefiihrt:

o gnaq’*f* gnall=/— a-MHC Cre?9/°
Tiere mit einem, durch Tamoxifeninjektionen und Cre-Rekombinase,
unter dem Promoter der schweren a-Myosinkette (myosin heavy chain
(MHC)), induzierbaren KO des ,gefloxten Gens gnaq und einem per-
manenten KO des Gens gnall. Dies waren die Doppel-Knockout-Tiere.

e gnaq’* gnall~/— a-MHC Cre®/°
Durch das Fehlen des Cre-Gens kam es bei diesen Tieren, trotz Ga-
be von Tamoxifen, nicht zu einem KO des gnaq-Gens. Es waren die
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Wurfgeschwister der Doppel-KO-Tiere, sie wurden auch kurz als Gay-
KO-Tiere bezeichnet.

e gnaq’/ " gnallt/t a-MHC Crets/0
Diese Tiere verfiigten iiber ein intaktes gnall Gen. Nach Tamoxifen
Injektionen kam es durch Aktivierung der Cre-Rekombinase zu einem
KO des gnag-Gens. Nach 25 Tagen konnte kein Gn4-Protein mehr in

den Zellen nachgewiesen werden. Diese Mause waren die Ga,-Einzel-
KO-Tiere

o gnaq’*1* gnall*/* a-MHC Cre®/°
Diese Mause waren die Wurfgeschwister der Go,-Einzel-KO-Tiere. Oh-
ne Expression der Cre-Rekombinase konnten auch hier die Tamoxife-
ninjektionen keinen KO induzieren. Die Gensequenz dieser Tiere kam
funktionell der eines Wildtyps am néchsten.

Die oben beschriebenen Genotypen wurden gewahlt, da experimentelle Be-
funde aus einer Basis-Charakterisierung [106]| der transgenen Mauslinien er-
gaben, dass diese Genotypen optimal fiir die Evaluierung des Einflusses der
jeweiligen Proteinuntereinheiten auf die Kalziumhomdostase sind. Samtliche
Tiere erhielten im Alter von 5 Wochen iiber 5 Tage hinweg Tamoxifeninjek-
tionen.

Um die Rolle der Gay,- und Gay;-Proteine fiir die Aldosteron-Signalkaskade
in Herzmuskelzellen zu untersuchen, wurden den Tieren im Alter von 8 Wo-
chen osmotische Minipumpen implantiert, die iiber einen Zeitraum von 6
Wochen eine kontrollierte Menge (360mg/kg/d) des Mineralcorticosteroids
Aldosteron abgaben. In den Kontrollgruppen wurden Implantat-Attrappen
verwendet, die den Einfluss des Pumpenkorpers und der Operation simu-
lierten, um die Messergebnisse mit denen der Tiere mit echten Pumpen ver-
gleichbar zu machen. Durch die Minipumpen konnte der Blutplasmaspiegel
von Aldosteron in den Testtieren auf das 7-fache des Wertes in den Kontroll-
tieren angehoben werden, dies entspricht dem Konzentrationsanstieg, der bei
einem im Menschen vorkommenden Hyperaldosteronismus gemessen wird.

2.1.2 Schnelle Videobildgebung

Der im Folgenden beschriebene Aufbau und die zugehorigen Experimente
sollten zeigen, ob sich durch einen Hyperaldosteronismus die Kalziumho-
moostase in den ventrikuldren Herzmuskelzellen der Tiere, mit dem oben
beschriebenen genetischen Hintergrund, &nderte. Dazu wurde die freie Kalzi-
umkonzentration in den Kardiomyozyten mittels der Fluoreszenz von Fura-2
und schneller Videobildgebung gemessen.
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2.1.3 Verwendete Materialien

e charge-coupled device (CCD) Kamera (IMAGO, TILL Photonics)

e Inverses Mikroskop (Eclipse TE2000-U, Nikon Corporation, Tokyo, Ja-
parn)

e Monochromator (Polychrome IV; TILL Photonics GmbH, Gréfelfing,
Deutschland)

e Pulsgenerator: Figenbau zur Erzeugung variabler Rechteckspannungen

2.1.4 Verwendete Software
e Excel 2010, Microsoft Corporation, Redmond, WA, USA

e GraphPad Prism, GraphPad Software, Inc., La Jola, CA, USA
e Igor, WaveMetrics, Inc., Lake Oswego, OR, USA

e TILLvisION 4.0, TILL Photonics

2.1.5 Verwendete Chemikalien

e Tyrode-Losung:
Zusammensetzung (in mM) 135 NaCl, 5,4 KCI, 10 Glukose, 10 2-(4-(2-
Hydroxyethyl)-1-Piperazinyl)-Ethansulfonséure (HEPES), 1,8 CaCl,
1 MgCl, pH 7,35 mit NaOH

e Fura-2:
Dieser Indikator ist ein sogenannter ratiometrischer Kalziumindikator,
er bildet mit Kalzium einen Chelatkomplex. Durch Binden an Kalzi-
um verschiebt sich das Maximum der Absorption des Farbstoffes von
360 nm zu etwa 330 nm. Das Emissionsmaximum des Indikators liegt
stabil bei 510 nm. Wird bei zwei verschiedenen Anregungswellenlén-
gen wie z.B. 340 nm und 380 nm die Emission des Sensors gemessen,
so kann die freie Kalziumkonzentration iiber den Quotienten der bei-
den Emissionsintensititen bestimmt werden, da dieser (im Gegensatz
zu der Fluoreszenz von Indikatoren wie Fluo 3 oder Calcium Green)
unabhéngig von der Konzentration des Farbstoffes ist. Die Spektren
fiir den Kalzium-gebundenen und Kalzium-freien Zustand sind in Ab-
bildung 2.1 dargestellt. Dieser Farbstoff wurde als membrangingiges
Derivat Fura-2 Acetoxymethylester (AM) verwendet und musste zu-
erst in Pluronic F-127 (20% Losung in Dimethylsulfoxid (DMSO), Life
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Technologies) gelost werden. Die angesetzte Stammlosung hatte eine
Konzentration von 1 mM.

100 1001 .

% —— Absorption Ca?* frei % — Absorption Ca? gebunden
&E 80 —— Emission Ca*" frei &E 80 —— Emission Ca** gebunden
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Abbildung 2.1: Absorptions- und Emissionsspektren des Kalzium Indikators
Fura-2 (links) im Kalzium-freien und (rechts) im Kalzium-gebundenen Zustand,
die Spektren wurden jeweils auf die maximale Fluoreszenz normiert (Daten von
der Webseite des Herstellers http://www.lifetechnologies.com/de/de/home/life-
science/cell-analysis /labeling-chemistry /fluorescence-spectraviewer.html,  zuletzt
eingesehen am 17.01.2014)

2.1.6 Versuchsaufbau und Durchfiihrung

Fiir die Anregung des fluoreszenten Kalziumindikators wurde bei diesen Ver-
suchen ein Monochromator verwendet. Die Software TILL Vision steuerte
sowohl den Monochromator als auch die Datenakquise mittels einer CCD
Kamera, dabei wurde nach jedem aufgenommenen Bild die Anregungswel-
lenléinge gewechselt. Die Kardiomyozyten wurden fiir die Messungen wie in
[106] beschrieben isoliert und bis zum Experiment in einem Inkubator bei
37°C und 5% CO,, in Minimum Essential Medium (MEM)-Lésung, auf-
bewahrt. Fiir die Messung wurden die Zellen iiber einen Zeitraum von 30
Minuten mit dem membrangéngigen Derivat Fura-2 AM beladen. Die Kon-
zentration des Fura-2 AM betrug 1 pM in Tyrode-Losung. Vor der Messung
wurden die Zellen mit reiner Tyrode-Losung iiberspiilt. Dann wurde 15 Mi-
nuten gewartet, um die Deesterifikation abzuschliessen. Um Messungen bei
physiologisch relevanten Temperaturen durchzufiithren, war das Mikroskop
in einem auf 37°C heizbaren Gehéduse untergebracht. Wahrend der Mes-
sung wurden die Zellen mit Tyrode superfundiert. Die Stimulation erfolgte
mittels elektrischem Feld zwischen zwei Platinelektroden. Die rechteckigen
Spannungpulse an den Elektroden hatten eine Lénge von 5 ms und eine Am-
plitude von 6 V, wobei die Polaritat nach jedem Puls umgekehrt wurde. In
Vorversuchen wurde bestimmt, welche Frequenz von den Zellen toleriert wur-
de. Es zeigte sich, dass die Zellen bei einer physiologischen Stimulation von
6 Hz abstarben. Aus diesem Grund war die Stimulationsfrequenz wahrend
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der Versuche 4 Hz. Die Zellen unterlagen zwischen der Isolation und den
Versuchen keiner elektrischen Stimulation. Aus diesem Ruhezustand wur-
den die ventrikuldren Myozyten fiir 1 Minute bei 4 Hz repetitiv stimuliert,
um ein dynamisches Gleichgewicht zu erreichen. Ein dreiteiliges Protokoll
ermoglichte sowohl die Aufzeichnung der Kalziumhomdoostase direkt nach
Ruhe als auch wihrend der Gleichgewichtsstimulation. Die Anregung des

Gleichgewichtsstimulation
nach Ruhe

A Fura-2 Quotient

01 2 3 4 5 6 7 8 9 71 72 73 74 75 76 77 78 79 80 81
Zeit [s]
Bildakquise k 10s { 60s | 10s

elektr. Stimulation Pty L e |

Abbildung 2.2: Schematische Darstellung des Versuchsablaufs zur schnellen Vi-
deobildgebung; Die Videoaufzeichnung mit 46 Hz startete kurz vor der elektrischen
Stimulation mit 4 Hz, um so auch den ersten Transienten nach Ruhe zu erfassen.
Nach 10 s stoppte die Aufzeichnung, die eletrkische Stimulation wurde jedoch bei-
behalten. Weitere 60 s spiter wurde die Bildakquise wieder gestartet und es wurde
fiir weitere 10 s die Fluoreszenz aufgezeichnet. Die elektrische Feldstimulation er-
folgte dabei mit alternierender Polarisation.

Farbstoffs und die Detektion der Fluoreszenz mittels Kamera starteten, wie
in Abbildung 2.2 dargetellt, schon vor der ersten elektrischen Stimulation.
Nach etwa 40 Stimulationen stoppte die Akquise, die elektrische Stimulation
wurde jedoch beibehalten, um die Zellen in einen Gleichgewichtszustand zu
bringen. Nach einer Minute startete die Bildaufzeichnung wieder, wobei die
Kamera fiir weitere 40 Stimulationen die Fluoreszenz detektierte. Nach dem
Experiment wurde fiir beide Anregungswellenléngen ein Bild ohne Zellen
aufgenommen, um den Hintergrund in der anschliekenden Datenauswertung
beriicksichtigen zu konnen.

2.1.7 Computergestiitzte Datenauswertung

Zur automatisierten Auswertung der Daten, die in dem proprietdren Da-
tenformat (*.vws) der TILL Vision Software vorlagen, wurden verschiedene
Programme benétigt. Es wurde ein modifiziertes Makro der Software Igor
Pro verwendet. Dieses wurde von Dr. Qinghai Tian zur Verfiigung gestellt
und wird in seiner Dissertation [142] weiter beschrieben. Von dem Makro
wurden folgende Parameter ermittelt:

e Amplitude des ersten Kalziumtransienten nach Ruhe
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e Mittlere Amplitude der Transienten wiahrend Gleichgewichtsstimulati-
on

e Linge des ersten Transienten nach Ruhe anhand der Zeit, die die Zelle
benotigten, um die Kalziumkonzentration im Zytosol wieder um 80%
der Transienten Amplitude zu senken. Dies wird im Folgenden auch
calcium transient duration 80: (CTDS80) genannt.

e Mittlere Lénge der Transienten wihrend Gleichgewichtsstimulation an-
hand der C'TDS80

e Ruhe Kalziumkonzentration vor der ersten Stimulation

e Diastolische Kalziumkonzentration wahrend Gleichgewichtsstimulati-

on
Anregung mittels 340 nm 380 nm 340 nm 380 nm
Bild minus Hintergrundintensitat —_ . ——
o b A 7
Bild Nr. 1\ /2\ /3\ /4
Messwert = Fluoreszenz Bild Nr./Fluoreszenz Bild Nr. 1/2 3/2 3/4
Messpunkt Nr. 1 2 3

Abbildung 2.3: Berechnung der Kalziumtransienten; Die Werte der Kalziumkon-
zentration co,(t) ergaben sich aus den Kamerabildern, die alternierend mit den
Anregungswellenldngen 340 nm und 380 nm aufgenommen wurden. Dazu wurde
zuerst der entsprechende Hintergrund vom jeweiligen Bild abgezogen, anschliessend
wurde, wie oben gezeigt, der Quotient der Fluoreszenz aus der mittleren Fluores-
zenz der Auswerteregionen gebildet

Die Auswertung mittels Igor erfolgte in drei Schritten. Zuerst subtrahier-
te das Makro die Hintergrundfluoreszenz bei den Anregungswellenléngen
340 nm und 380 nm von den entsprechenden Bildern. Mittels einer Aus-
werteregion (region of interest (ROI)) wurde dann fiir jedes Kamerabild die
mittlere Fluoreszenz der relevanten Zellen bestimmt. Abbildung 2.3 erklart
wie die Messwerte, welche proportional zur Kalziumkonzentration sind, zu-
stande kamen. Diese Werte wurden anschliefend in einer Messspur gegen
die Zeit aufgetragen (siche Abb. 2.2). Aus diesen Spuren bestimmte das Ma-
kro automatisch die oben genannten Parameter. Die Werte der Parameter
wurden mittels GraphPad Prism statistisch aufbereitet. Alle verwendeten
Skripte und Makros befinden sich auf dem der Arbeit beiliegenden Daten-
trager.
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2.2 Frequenzvariable Photolyse von Kafigsub-
stanzen mittels Zwei-Photonen-Absorption

2.2.1 Verwendete Materialien

e acusto optical tunable filter (AOTF) (MOD.nc, AA opto-electronic,
AA SA, Orsay, Frankreich)

e Adapter 2,54 cm- auf Nikon-Objektiv-Gewinde (Thorlabs, Inc., New-
ton, NJ, USA)

e Arbitrarpulsgenerator (PulseStation; Teledyne LeCroy GmbH, Heidel-
berg, Deutschland)

e Autokorrelator inklusive externem Sensor (Carpe, APE Angewandte
Physik und Elektronik GmbH, Berlin, Deutschland)

e Diodenlaser 2 [491 nm (Cobolt 85, Cobolt AB, Solna, Sweden) und
561 nm (Jive, Cobolt AB)|

e Dispersionskompensator (Femto, Control APE GmbH)

e Dividierer: Bestehend aus Schmitt-Trigger-Invertierer (SN74HC14N,
Texas Instruments, Dallas, TX, USA) und gekoppeltem Binédrwellen-
zéhler (MC74HC4040AN, ON Semiconductor, Phoenix, AZ, USA)

e Irisblenden 2 (Thorlabs)
e Linsen, f=25 mm und =100 mm in Teleskop (Thorlabs)
e Linsentubus, 20 cmx2,54 cm(Thorlabs)

e Kameras, Elektronen-multiplizierende CCD (EMCCD) 2 (iXon 887,
Andor Technology plc., Belfast, UK)

e Mikroskop, invers (Eclipse TE2000-U, Nikon Corporation, Tokyo, Ja-
pan)

e Multistrahl-Konfokaleinheit (Infinity 4, VisiTech International, Sun-
derland, UK)

e Objektiv, 60x Plan APO numerische Apertur (N.A.) 1,49 (Nikon)
e Optischer Tisch (Thorlabs)

e patch clamp-Verstiarker (EPC10, HEKA Elektronik Dr. Schulze GmbH,
Lambrecht /Pfalz, Deutschland)
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Photodiode (DET10a, Thorlabs) lieferte seed Signal fiir den Pulspicker
Pulspicker (Pulse Select; APE)

Spiegel, E02 Thorlabs Verspiegelung 4 (Thorlabs)

Spiegelhalter, bewegliche 4 (Thorlabs)

Spiegel, dichroisch (650 nm Kurz-Pass (SP), AHF analysentechnik AG,
Tiibingen, Deutschland)

Titan:Saphir (TiSa)-Laser, modengekoppelt (Chameleon XR, Cohe-
rent Inc., Santa Clara CA, USA)

Verschlusssystem, mechanisch minimale Offnungszeit 15 ms gesteuert
mit Transistor-Transistor-Logik (TTL)-Hoch-Pegel

2.2.2 Verwendete Software

ImageJ 1.47 for MacOS X National Institutes of Health
VoxCell 7 VisiTech International

GraphPad Prism GraphPad Software

Um Missverstdndnissen vorzubeugen, ist es notwendig, der Liste der Chemi-
kalien zwei Definitionen voranzustellen.

Kéfiggruppe
Als Kafiggruppe wird das Molekiil bezeichnet, welches den biologisch
aktiven Liganden inert macht gegeniiber der Zelle.

Kéfigsubstanz
Als Kafigsubstanz wird der Verbund aus Kéfiggruppe und dem Ligan-
den bezeichnet.

2.2.3 Verwendete Chemikalien

DM-Nitrophen:

DMNP ist ein Kalziumchelator dessen K;-Wert durch Photolyse von
etwa 4,5-5 nM auf 3 mM |71, 39] ansteigt. Durch Photolyse wird somit
die Kalziumkonzentration angehoben. Das Maximum der Ein-Photo-
nen-Absorption liegt bei 350 nm. Der Zwei-Photonen-Absorptionsquer-
schnitt wird in der Literatur mit 0.01-0.013 GM bei 730 nm angege-
ben [25, 39]. Die Quanteneffizienz, also die Wahrscheinlichkeit, dass



KAPITEL 2. MATERIAL UND METHODEN 23

eine angeregte DMNP-Kiéfiggruppe zerfillt, betragt 18% [39]. Dabei
muss das angeregte DMNP mehrere Zerfallsschritte durchlaufen. In
einem linearen F'it betrigt die Halbwertszeit hierfiir 18.2 us. DMNP
wurde 1987 von Graham C.R. Ellis-Davies entwickelt und ist kommer-
ziell verfiigbar. Merck-Millipore (Merk KGaA, Darmstadt, Deutsch-
land) verkauft den Chelator unter dem Markennamen DM-Nitrophen
(als Salz mit 4 Na™) wihrend er von Life Technologies (Carlsbad, CA,
USA) als DMNP-EDTA (als Séure) vertrieben wird. Der K,-Wert fiir
Magnesium betrdgt 2,5 uM [71], was jedoch in Kardiomyozyten von
grofer Bedeutung ist, da diese eine freie Magnesiumkonzentration von
ca. 1,3 mM aufweisen [53|. Die Effektivitdt des Chelators bei ,norma-
len”“ Magnesiumkonzentrationen in Kardiomyozyten wurde diskutiert
[38, 138|. Bei einer gesamt Magnesiumkonzentration von ca. 5 mM
(freie Magnesiumkonzentration ca. 1 mM) waren sowohl die Féahigkeit
des DMNP das Kalzium zu puffern als auch die Effizienz der Kalzium-
Freisetzung stark eingeschriankt (Daten nicht in dieser Arbeit). DMNP
wurde in einer Konzentration von 50 mM in Reinstwasser gelost und
aliquotiert tiefgefroren. Der pH-Wert der Fliissigkeit musste erst mit-
tels KOH oder NaOH in einen neutralen Bereich angehoben werden,
da sich die Sdure sonst nicht vollstandig 16ste.

e Fluo 4:
Fluo 4 ist ein Kalziumindikator, der auf 1,2-Bis(O-Aminophenoxy)-
ethan-N,N N’ N’-Tetraessigsdure (BAPTA) basiert. Er ist verwand mit
Fluo 3 und Fluo 8. Er wurde als Kaliumsalz und als AM bei Life
Technologies erworben. Das Salz wurde in Reinstwasser geldst. Zur
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Abbildung 2.4: Absorptions- und Emissionsspektren des Kalzium Indikators
Fluo 4 (links) und des Mitchondrien markierenden Farbstoffes MitoTracker®Red
FM, die Spektren wurden jeweils auf die maximale Fluoreszenz normiert (Daten von
der Webseite des Herstellers http://www.lifetechnologies.com/de/de/home/life-
science/cell-analysis /labeling-chemistry /fluorescence-spectraviewer.html,  zuletzt
eingesehen am 17.01.2014)
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Verwendung mit intakten Zellen wurde die Variante Fluo 4 AM erst
in Pluronic F-127 (20% (w/v) Losung in DMSO, Life Technologies)
gelost. Die Stammlosungen hatten eine Konzentration von 1 mM. Das
Absorptionspektrum von Fluo 4 hat ein Maximum bei 494 nm, die
Emission ist maximal bei 506 nm: die Spektren sind in Abbildung 2.4
zusammengefasst. Fluo 4 wurde ausgewéhlt, da es einen K ;-Wert hat,
der in einem physiologisch relevanten Bereich liegt (in vitro 345 nM
[51], in situ ca. 1000 nM [141]) und da es eine schnelle Bindungsrate
mit Kalzium aufweist (6x10° s~'mol™! [124]).

e Fluoreszein, CMNB-caged :

Dieses von Life Technologies bezogene Fluoreszein wurde durch die Ké-
figgruppe bis-(5-Carboxymethoxy-2-Nitrobenzyl) (CMNB) so veran-
dert, dass es keine Photolumineszenz zeigt. Erst nach Photolyse durch
UV-Licht bei einer Wellenlange von 355 nm kann es durch 488 nm
Licht zur Fluoreszenz angeregt werden. Es wurde verwendet, um mog-
lichst direkt Photolyse und Diffusion zu beobachten, da es im Gegen-
satz zu freigesetztem Kalzium keinen weiteren Indikator zur Detektion
benotigt. Die verwendete Konzentration betrug 3 mM, sowohl bei Ver-
suchen in Zellen als auch in vitro. CMNB-caged Fluoreszein wurde
schon von Soeller et al. [133] zum Evaluieren der Freisetzung durch
Zwei-Photonen-Photolyse verwendet.

e Fluoreszein, Dextran MW 10000:
Fluoreszein ist ein Farbstoff mit einem Absorptionsmaximum bei ca.
485 nm und einem Emissionsmaximum bei 514 nm. Es hat eine Fluo-
reszenzlebensdauer von ca. 4 ns. Verwendet wurde ein Fluoreszein, das
an eine 100000 Atomeinheiten schwere Dextrankette (Mehrfachzucker)
gebunden ist. Dies hat den Vorteil, dass das Molekiil eine niedrigere
Diffusionsrate aufweist und nicht an Proteine bindet.

e HPTS, NPE-caged:
NPE-caged HPTS ist ein von Tocris (Tocris Bioscience, Bristol, UK)
verkauftes, mit einer 8-1-(2-Nitrophenyl)Ethylester (NPE) Kéfiggrup-
pe verbundenes Derivat des pH-Sensors 8-Hydroxy-1,3,6-Pyrentrisul-
fonsduretrinatriumsalz (HPTS). Erst nach Photolyse mittels UV-Licht
der Wellenldnge 350 nm, kann das freigesetzte HPTS mit Licht der
Wellenlédnge 410 nm angeregt werden. Je nach pH-Wert ist diese An-
regung mehr oder weniger effektiv. Dieser Indikator wurde schon in
einer Publikation fiir die Evaluierung von Zwei-Photonen-Photolyse
verwendet [73, 133, 146, 110, 107|. Auch diese Kéfigsubstanz hat den
Vorteil, dass die Freisetzung direkt iiber die Fluoreszenz detektiert
werden kann. Sie wurde in einer Konzentration von 3 mM verwendet.
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Abbildung 2.5: Absorptions- und Emissionsspektren von Texas Red, die Spektren
wurden jeweils auf die maximale Fluoreszenz normiert (Daten von der Websei-
te des Herstellers http://www.lifetechnologies.com/de/de/home/life-science/cell-

analysis/labeling-chemistry /fluorescence-spectraviewer.html, zuletzt eingesehen
am 17.01.2014)

e MitoTracker® Red FM:

MitoTracker® Red ist ein Mitochondrien-selektiver Farbstoff, welcher
membrangingig ist und von Life Technologies bezogen wurde. Zur Vor-
bereitung musste das gelieferte Produkt in DMSO gel6st werden. Die
Konzentration der so erhaltenen Stammlésung betrug 1 mM. Zum An-
farben der Mitochondrien wurden die Kardiomyozyten in Tyrodelo-
sung mit in einer Konzentration von 1 uM MitoTracker® Red fiir 40
Minuten inkubiert. Die optimale Anregungswellenlénge war 581 nm.
Die Emission erfolgte in einem breiten Spektrum zwischen 600 nm und
800 nm mit einem Maximum bei 644 nm (Spektren in Abbildung 2.4).
Dieser Farbstoff ermoglichte es, die Integritdt der Mitochondrien zu
priifen, wenn diese hohen Intensitdten des Photolyselasers ausgesetzt
wurden.

e Texas Red Dextran MW 3000:
Ist ein auf Rhodamin basierender Farbstoff von Life Technologies. Er
kann zusammen mit Indikatoren wie Fluo 4 oder Fluo 8 eingesetzt
werden, da er, wie die Spektren in Abbildung 2.5 zeigen, bei etwa
586 nm angeregt wird und eine Emission bei {iber 600 nm besitzt.

2.2.4 Aufbau des Zwei-Photonen-Systems zur
Photolyse

Der Zwei-Photonen-Photolyse-Aufbau, wie er in Abbildung 2.6 skizziert wur-
de, stand komplett auf einen schwingungsfrei gelagerten Tisch. Der Puls-
picker diente dazu, die Laserrepetitionsrate zu variieren. Ein interner Fre-
quenzteiler ermoglichte eine Anderung der Repetitionsrate von 4,5 MHz bis
18 kHz. Extern lies sich der Pulspicker, zum Picken von Einzelpulsen, mit
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Abbildung 2.6: Skizziert ist der Aufbau zur Zwei-Photonen-Photolyse mittels
dessen es moglich war, eine definierte Zahl an Laserpulsen zur Photolyse von Ka-
figsubstanzen zu verwenden (Eine detaillierte Beschreibung ist im Text auf Seite
25 zu finden-+

einer Frequenz von 1 Hz bis 6 MHz auslosen. Eine Photodiode synchronisier-
te den Pulspicker mit der Pulsrate des Lasers. Durch den Dispersionskom-
pensator konnte die Pulslange angepasst werden, was sich mittels des Au-
tokorrelators iiberpriifen lies. Die beweglichen Teleskoplinsen weiteten den
Laserstrahl auf, so dass dieser die Riickapertur des Objektivs ausfiillte.

Ein Tubus mit zwei Irisblenden, in den Objektivrevolver geschraubt, diente

Tabelle 2.1: Kennwerte des Chameleon XR

Wellenlangen | Pulslinge | Wiederholrate | Ausgangsleistung
705 nm - 980 nm >130 fs 90 MHz 0,9W-2W

dazu, den TiSa-Laser auf die optische Achse des Mikroskops einzujustieren.
Zur Bildgebung wurde eine Multistrahl-Konfokaleinheit mit gekoppelten Di-
odenlasern verwendet. Die parallele Verwendung von vielen Pinholes in der
Konfokaleinheit machte hierbei eine konfokal gefilterte Weitfeldaufnahme
mittels Kamera mdglich. Ein dichroischer Spiegel zwischen den Kameras
wurde verwendet, um die Emission in zwei spektralen Bereichen getrennt
aufnehmen zu konnen. Der patch clamp-Verstarker diente zum Starten und
Stoppen der Experimente. Die von der Software gesteuerte Kamera gab wih-
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rend der Aufnahme als Auslsesignal einen TTL-Hoch-Pegel, das sogenannte
fire Signal, aus, welches in Zusammenhang mit der Belichtungszeit der Ka-
mera stand. Dieses Signal 16ste den Arbitrarpulsgenerator aus, welcher zur
externen Steuerung des Pulspickers verwendet wurde. Um das Kamera fire
Signal in der Frequenz variieren zu konnen und die Signalqualitit zu verbes-
sern, wurden ein Schmitt-Trigger-Inverter und ein Frequenzteiler verwendet.

2.2.5 Optimierung der Zwei-Photonen-Photolyse

= =1 pope

Diodenlaser

Objektiv

\ ’ / : / " Photolyselaser

mm \‘Dichroischer Spiegel 650 SP

>

Abtast-Spiegel

Mikrolinsen """ Kamera

Anordnung

Pinhcile T, L
1 1 l Anordnung \ T T T vvvvvvv g

Dichroischer Spiegel

N =y

Multistrahl-Konfokaleinheit

EMCCD

It

Abbildung 2.7: Skizze der Arbeitsweise der VisiTech Infinity 4 Konfokaleinheit.
Der Abtast-Spiegel schwang periodisch, um die Probe mittels des Laserstrahls ab-
zutasten; die emitierte Fluoreszenz wurde spektral durch einen dichroischen Spie-
gel und konfokal durch die Pinhole Anordnung gefiltert und auf die reflektierende
Riickseite des Abtast-Spiegels geleitet, welche das Fluoreszenzsignal auf den Chip
der EMCCD Kamera abbildete. Im hellrot markierten Bereich, konnte die Kamera
kein Bild aufnehmen. Wenn der Photolyselaserstrahl wihrend der Zeit eingestrahlt
wurde, in der sich der Spiegel in einer solchen Position befand, konnte die Kamera
keine Zwei-Photonen-angeregte Fluoreszenz detektieren
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Ein in einigen Experimenten verwendetes mechanisches Verschlusssys-
tem hatte eine minimale Offnungszeit von 15 ms. Nach Kiskin et al. [73] und
den in dieser Arbeit durchgefithrten Simulationen (siehe Abschnitt 3.2.1),
gewihrleisten solch lange Pulsziige keine raumlich auf den Fokus begrenzte
Freisetzung. Um dieses Problem zu umgehen, wurde ein Arbitrdarpulsgene-
rator verwendet, um mit variabler Frequenz den Pulspicker auszulésen. Dies
konnte entweder gegatet erfolgen, d.h. wiahrend eines TTL-Hoch-Pegels war
der Arbitrarpulsgenerator aktiv, oder in Form eines sogenannten bursts, der
eine feste Zahl an Pulsen generierte, nachdem ein Hoch-Pegel eingegangen
war. Im Hinblick auf die besondere Arbeitsweise der verwendeten Konfokal-
einheit ergab sich mittels dieses System eine sehr interessante Methode der
Photolyse. Dabei wurde mit Hilfe einer definierten Zahl an Laserpulsen die
Kéfigsubstanz angeregt, ohne dass die (bei der Photolyse mittels gepulster
Laserstrahlen in biologischen Proben immer vorhandene) Autofluoreszenz
durch Zwei-Photonen-Anregung von der Kamera detektiert werden konnte.

Die Steuerung der Konfokaleinheit besafl zwei Modi der Abtast-Spiegel-

Abtast-Spiegel Kamerachip

Abtast-Spiegel-Position . . .
Fluoreszenzlicht
Spannung am ’ — 
Spiegelgalvanometer
Belichtungsphasen

der Kamera belichtet dunkel belichtet

Auslosesignal |'|
der Kamera

Pulszuglange

Pulszug des

Photolysel S

Verzégerung

Abbildung 2.8: Phasen wihrend der Bildaufnahme an der Konfokaleinheit Infini-
ty 4 mit einer Kamera beim Abtasten im brightfield Modus, wihrend die Spannung
des Galvanometers, an dem der Abtast-Spiegel befestigt war, periodisch schwang,
wurde die Kamera zweimal beleuchtet. In der Phase dazwischen konnte, ausgelost
durch das Kamera fire Signal, eine Photolyse durchgefiihrt werden, ohne dass die
Kamera eine two-photon excited fluorescence (TPEF) detektierte. Mittels der Ver-
zogerung, die am Arbitrarpulsgenerator eingestellt wurde, war es zudem moglich,
das Ende des Photolyselaserpulszuges bis auf wenige ns an die néchste Belichtungs-
phase der Kamera heranzubringen

Umkehr, um unterschiedlichen Beleuchtungsarten Rechnung zu tragen. Der
Fluoreszenz-Modus war fiir den Einsatz mit Laserstrahlen gedacht, die in
der Intensitat zwischen 0% und 100% durch die Konfokaleinheit gesteuert
werden konnten. Hierbei modulierte das Steuersystem die Intensitéit der La-
serstrahls mittels des AOTFs, um eine ungleichméfige Beleuchtung, durch
das periodische Umkehren des Abtast-Spiegels zu vermeiden. Dies wére mit
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einer nicht von der Software steuerbaren Lichtquelle unmoglich, daher exis-
tierte zusétzlich der sogenannte brightfield Modus, in dem das Umkehren
des Abtast-Spiegels in einem Bereich stattfand, in dem keine Beleuchtung
des Detektors erfolgte (siehe hierzu auch die Skizze in Abbildung 2.7 und
die Grafik 2.8). Wihrend dieser Phase war es moglich, in der Probe zu
Photolysieren, ohne dass die Kamera dabei eine durch den Zwei-Photonen-
Laserstrahl angeregte Fluoreszenz detektieren konnte. Dies ist von Bedeu-
tung, da es durch den intensiven gepulsten Laser in fast allen organischen
Medien zu Fluoreszenz kommt. Wenn z.B. die mittels 488 nm angeregte
Fluoreszenz von Fluo 4 verwendet wird (um die Kalziumkonzentration zu
messen) ist die TPEF des Fluo 4, sowie zelleigener Molekiile, durch den Pho-
tolyselaser hinderlich fiir die exakte Bestimmung der Kalziumkonzentration.
Sollte auf diese Weise photolysiert werden, so war zu beachten, dass die Zeit,
die der Abtast-Spiegel fiir das Umkehren der Bewegungsrichtung benétigte,
die maximale Pulszugldnge vorgab.

Abfolge der Photolyse

1. Die Kamera sendete das fire Signal, welches eine neue Bildaufnahme
anzeigte

2. Dieses Signal 16ste den Pulsgenerator aus

3. Worauthin dieser eine elektrische Signalfolge mit n TTL-Hoch-Pegeln
ausgab

4. Diese n TTL-Hoch-Pegel 16sten den Pulspicker aus, der daraufhin pro
TTL-Hoch-Pegel einen Laserpuls auf die Probe lenkte.

Um exakt die Zeitperiode zu nutzen, wihrend derer der Abtast-Spiegel kein
Licht auf die Kamera lenkte, konnte an dem Arbitrarpulsgenerator die Ver-
zogerung (delay) zwischen dem Eintreffen des Auslsesignals und der Aus-
gabe der T'TL-Hoch-Pegel verdndert werden. Um die Verzogerung richtig
einzustellen, kann die TPEF eines Farbstoffes verwendet werden. Die Ver-
zogerung des TTL-Hoch-Pegel wurde so gewéhlt, dass die Zwei-Photonen-
Fluoreszenz, z.B. von Fluoreszein, nicht mehr mit der Kamera detektierbar
war. Verschwand das Fluoreszenzsignal bei keiner einstellbaren Verzogerung,
so war der Pulszug langer als die Dunkelzeit der Kamera und musste ent-
sprechend verkiirzt werden. Sobald die gewiinschte Pulszahl eingestellt war,
musste die Verzogerung systematisch vergrofert werden, um das Ende des
Laserpulszugs zeitlich moglichst nahe an das néchste Bild heranzubringen.
Um nicht zwischen allen aufgenommenen Bildern zu photolysieren, wurde
dem Auslosesignal eine Elektronik (Schaltbild siehe 2.9) vorgeschaltet, die
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die Frequenz durch Potenzen von zwei teilte. Es waren Divisionen bis zu
212 moglich, was bedeutete, dass nur jedes 4096ste Kamerasignal eine Pho-
tolyse ausloste. Da das fire Signal der Kamera nicht exakt einer Rechteck-
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Abbildung 2.9: Schaltplan fiir Dividierer bestehend aus einem Schmitt-Trigger-
Invertierer, zur Bereinigung des Eingangssignals, und einem Bindrwellenzéhler, wel-
cher die eigentliche Frequenzkonversion des Kamera fire Signals vornahm

spannung folgte, sondern fluktuierende Stérungen der Spannungen aufwies,
wurde dem Dividierer ein Schmitt-Trigger-Invertierer vorangestellt. Dieser
hat fiir Ein- und Ausschaltvorgéinge unterschiedliche Spannungsschwellen,
so dass die Stabilitdt des Dividierer-Ausgangssignals verbessert wurde.

2.2.6 Justage des Zwei-Photonen-Photolyse-Aufbaus

Um einen reibungslosen Versuchsablauf zu gewéahrleisten, war es vor jedem
Versuch notwendig, folgende Justageschritte durchzufiihren.

Das Signal zur Synchronisation von Laserpulsen und Pulspicker musste bei
jedem Verwenden des Pulspickers kontrolliert werden, da die Diode batterie-
betrieben war. Eine zu starke Entladung der Batterie verhinderte die Syn-
chronisierung des Pulspickers mit den Laserpulsen. Als Folge hiervon war
die mittlere Leistung des gepickten Laserstrahls beeintrachtigt. Des Wei-
teren kam es durch einen Wechsel der Laserwellenldnge zu einer leichten
Verschiebung des Strahlweges, so dass der Laserstrahlreflex die Diode nicht
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mehr traf.

Die Effizienz des Pulspickers sollte anhand der Leistung mittels Standard-
werten kontrolliert werden, um die optimale Alignierung, wie im Handbuch
des Pulspickers beschrieben, zu iiberpriifen.

Im néchsten Schritt musste verifiziert werden, ob der Laserstrahl das Pris-
menpaar frei passieren konnte. Die notwendigen Schritte zur Justage sind
im Handbuch des Pulskompressors zu finden.

Die Léange der Laserpulse ist nach Gleichung 2.10 wichtig fiir die Photoly-
seeffizienz, somit war es notwendig, diese zu messen und zu optimieren. Die
Justage der unterschiedlichen Strahlwege erfolgte hierzu auf die Aperturen
des Autokorrelators, da dieser auf dem optischen Tisch positioniert und so-
mit besser zuginglich war als die Aperturen des Linsentubus im Mikroskop.
Eine exakte Ausrichtung auf die Aperturen des Autokorrelator war des Wei-
teren unumginglich, wenn dieser auch verwendet werden sollte. Diese Jus-
tage reduzierte zudem den Aufwand, falls Umbauten am System direkt vor
dem Mikroskop, wie z.B. durch Einbringen eines dichroischen Spiegels fiir
einen UV-Laser, erfolgten. Da die zur Photolyse verwendeten Objektive mit
hoher N.A. (z.B. Nikon 60x Plan APO N.A. 1,4 und Nikon 60x TIRF N.A.
1,49 Arbeitsabstand 0,12 mm-0,13 mm) einen zu geringen Arbeitsabstand
(<0,25 mm) fiir den Messkopf des Autokorrelators aufwiesen, wurde die zur
Kompensation nétige Einstellung der Prismen mittels eines Luft-Objektivs
der Firma Nikon (40x Plan Fluor ph2 N.A. 0,6) mit 2.3-3.7 mm Arbeitsab-
stand ausgefiihrt. Da diese Methode, aufgrund der Unterschiede von Luft-
und Immersionsobjektiven, fehlerbehaftet war, musste anhand einer Mes-
sung der Anregungseffizienz von Fluoreszein die Prismenposition kontrol-
liert und optimiert werden. Dazu wurde die Prismenposition schrittweise
gedndert, wihrend das Fluoreszein mittels des gepulsten TiSa-Laserstrahls
angeregt und die vom Fluoreszein emitierte Fluoreszenz gemessen wurde.
Die Intensitdat der Fluoreszenz I wird gegen die Prismenposition r aufge-
tragen, woraus sich die Funktion I(r) ergibt. Die optimale Einstellung der
Prismen ergibt sich anhand des Maximums von I(r).

Eine maximale Zwei-Photonen-Absorption kann nur durch einen optimierten
Fokus gewahrleistet werden. Die Fokusgrofse im beugungsbegrnzten Fall be-
rechnet sich nach dem Auflésungsvermogen des Objektivs in Gleichung 2.1.
Aus diesem Grund wurde die Photolyse in den Experimenten immer nahe
des Deckplattchens der Messkammer durchgefiihrt, da zum einen das Ob-
jektiv auf diesen Abstand optimiert ist und zum anderen die Losung in der
Messkammer eine niedrigere optische Dichte aufweist als das Glas und das
mit den Objektiven verwendete Immersionsol, was zu grofseren Foki fiihrt.

Wellenlange

Auflésungsvermogen d =

(2.1)

optische Dichte - numerische Apertur
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Zudem konnten zwei bewegliche Linsen (Abtast-Linse und Bild-Linse) in
einem Halterungssystem dazu verwendet werden, die Kollimation des Laser-
strahls sowie dessen Strahldurchmesser auf die Riickapertur des Objektives
abzustimmen. Optimalerweise sollte der Durchmesser des Laserstrahls ein
Vielfaches der Riickapertur betragen. Da hierdurch jedoch ein Grofsteil der
Leistung des Laserstrahls nicht die Probe erreicht, wurde der Strahldurch-
messer gleich dem Durchmesser der Apertur gewéhlt. Zwei Spiegel hinter
dem Teleskop erlaubten, es den Laserstrahl unabhéngig von der Bild-Linsen-
Position auf die in den Objektivrevolver geschraubten Aperturen nachzujus-
tieren. Mit Hilfe dieses Teleskopes konnte iiber die Divergenz des gepulsten
Laserstrahls dessen Fokus beziiglich des Objektivfokus variiert werden. Hier-
durch wurde sichergestellt, dass die Fokusebene des Lasers zur Detektion,
der die Konfokaleinheit passierte, auch den Fokus des Photolyslaserstrahls
enthielt und somit Parfokalitit erzielt wurde. Es musste also ein Protokoll
erstellt werden, welches diese Justage standardisierte. Um die Divergenz ein-
zustellen wurde die Linse in dem Kéfigsystem um jeweils eine bestimmte Di-
stanz verschoben, die paraxiale Justage kontrolliert und danach der Fokus,
bzw. die Effektivitit der Zwei-Photonen-Absorption, gemessen.

Zum Ermitteln der Fokusgrofe wurde wiederum die Fluoreszenz von Fluo-
reszein, durch Anregung mittels des gepulsten TiSa-Laserstrahls, gemessen.
Ein piezo-getriebener Objektivhalter, der Bewegungen iiber eine Distanz von
100 pgm mit einer Schrittweite von 100 nm ermdglichte, senkte das Objektiv
wahrend dieser Messung ab. Damit verschob sich der Anregungsfokus aus
dem Fluoreszein in das Deckglas. Beim Uberstreichen dieser Grenze nimmt
die Fluoreszenz ab. Wird die detektierte Fluoreszenz gegen die Objektivpo-
sition aufgetragen, so ergibt sich F(z) wenn z die Richtung der optischen
Achse ist. Nach der Berechnung von L F(z) mittels finiter Differenzen und
approximiert mit einer Gaussfunktion, ergibt sich direkt die Instensitéts-
verteilung des Laserfokus in z-Richtung. Hieraus kann mittels des Wertes
1/e- F(2)mas die Fokuslinge bestimmt werden. Das Maximum F'(z),,q, gibt
dabei die optimale Position der Linse zur Justage des Photolyselaserfokuses
gegeniiber dem Fokus der konfokalen Detektion an.

Wird ein Querschnitt durch das Fluoreszenzbild, in x- oder y-Richtung, er-
stellt, so kann die Intensitit des Laser in der jeweiligen Richtung angenéhert
werden. Die Intensitiatsverteilung wurde unter Zuhilfenahme des curve fit-
ting tools in Matlab approximiert. Fiir die x- und y-Ausdehnung wurde die
Summe aus zwei Gaussfunktionen zur Approximation verwendet, da dies ein
niedrigeres y? ergab als eine einfache Gaussfunktion. Eine ausfiihrliche Be-
handlung der Thematik multistrahl-konfokale Bildgebung und point spread
Junction (PSF) findet sich bei Egner et al. [37] sowie bei Fewer et al. [44].
Nach diesen Schritten wurde es notwendig, die Funktionalitdt des Frequenz-
teilers zu priifen, wenn mit einer definierten Zahl an Laserpulsen photolysiert
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werden sollte. Am einfachsten war dies mittels der Zwei-Photonen-Anregung
von Fluoreszein. Dazu wurde eine Verzogerung gewahlt, die die Laseranre-
gung nicht ,versteckte (s.0.). Anschliefend konnten Bildserien aufgenom-
men werden und die Absténde der Laserpulsziige anhand der Bilder gewéhlt
werden.

2.2.7 Versuchsprotokolle zur Zwei-Photonen-Photolyse
In wvitro Versuche

Agarosegele wurden verwendet, um moglichst stabile und vor allem repro-
duzierbare Umgebungen fiir die im Folgenden beschriebenen in wvitro Ex-
perimente zu gewéhrleisten. Dies war besonders wichtig, um die Effizienz
des photolytischen Prozesses zu bewerten, den Aufbau zu testen, Stérun-
gen zu identifizieren und die Justage des Photolyselasers zu iiberpriifen. Die
Agarosegele mit 2,5% (w/v) Agarose wurden mit 100 mM KCI und 10 mM
HEPES in Reinstwasser angesetzt. Der pH-Wert der Losung wurde vor dem
Einrithren des Agarosepulvers auf 7,35 eingestellt. Zum Mischen mit den Ka-
figsubstanzen wurde eine Experimentkammer erwéarmt und die fliissige Aga-
roselésung mit den Substanzen kurz (maximal 3 s) vermischt. Anschliefend
wurde die lichtgeschiitzte Experimentierkammer fiir 20 Minuten in einen auf
60°C beheizten Warmeschrank gestellt. Nach einem erneuten Durchmischen
wurde die Kammer wiederum fiir 20 Minuten in den Warmeschrank gestellt,
um in dem Gel eingeschlossene Luftblaschen zu entfernen.

Mit NPE-HPTS und CMNB-caged Fluoreszein wurde getestet, welche Leis-
tungen notwendig waren, um durch die EMCCD-Kamera detektierbare Frei-
setzungen zu bewirken. Dazu wurde eine Leistung zu der jeweiligen Laserpuls-
Pickrate gewéahlt und mit einem festen Abstand mehrere Pulsziige des Pho-
tolyselaserstrahls auf das in Agarose eingebettete CMNB-caged Fluoreszein
eingestrahlt. Hierbei detektierte die Konfokaleinheit mit Hilfe der Kamera
die Fluoreszenz. Diese Vorversuche waren notwendig, um einen Parameter-
raum fiir die Simulationen und die Versuche in Zellen zu bestimmen. Da die
Akquisitionsrate (je nach gewéhlter Kameraauflosung) bei den Versuchen
variierte, wird diese, wie auch die Parameter Leistung und Pulszuglédnge, im
Kapitel 3 bei dem jeweiligen Experiment angegeben.

Zellschaden

Es konnen unterschiedliche Schadigungen an Zellen auftreten. Zum einen
sind Rupturen der Zellmembranen [5|, welche sich unter Umsténden auch
wieder verschliefen, oder Schéden an Zellorganellen [127], moglich. Zum an-
deren konnen durch den Photolyselaser zytotoxische Stoffe erzeugt werden,
die eine Apoptose der Zelle einleiten. Um Schidden an der Membran und den
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Organellen zu bewerten, wurden Versuche mit HEK und Kardiomyozyten
von Ratten durchgefiihrt.

Bei der Kultivierung der HEK Zellen unterstiitzte mich freundlicherweis Xin
Hui. Die human embryonic kidney (HEK)-Zellen wurden nach de Entnahme
aus den Zellkultur-Platten 40 Minuten in Tyrodelésung (Zusammensetzung
siehe auch 2.1.2) mit Fluo 4 AM (1 M) inkubiert. Nach dem Beladen wur-
den die Zellen mit frischer Tyrodelésung superfundiert und es wurde wei-
tere 15 Minuten bis zum Experiment gewartet. Die HEK-Zellen wurden im
Experiment wiederholt Laserpulsziigen von 100 ms Lénge ausgesetzt. Die
Laserrepetitionsrate betrug dabei 4,5 MHz und 1,1 MHz bei gleicher Spit-
zenleistung. Die mittlere Leistung betrug, bei 1,1 MHz, 1 mW an der Probe.
Die Experimente wurden bei einer Wellenlénge von 730 nm durchgefiihrt.
Die Bildrate der Kamera betrug 50 Hz.

Die Herzmuskelzellen wurden mit MitoTracker® Red FM (1 M in Tyrode)
inkubiert, um die Mitochondrien mit dem Farbstoff zu beladen. Auch hier
wurde vor dem Experiment auf die Deesterifikation gewartet. Der Fokus des
Photolyselasers war in den Experimenten auf die Mitochondrien gerichtet.
Dabei fanden Tests mit den Pulsraten 250 kHz, 1,1 MHz und 90 MHz statt.
Die Spitzenintensitéit des Lasers war bei 250 kHz und 1,1 MHz gleich. Die
mittlere Leistung an der Probe betrug 250 W im Fall von 250 kHz und
1 mW bei 1,1 MHz. Die Spitzenleistung bei 90 MHz betrug 1/13 der Spit-
zenintensitat bei den anderen Laserraten. Die mittlere Leistung an der Probe
betrug 7 mW. Die durch das mechanische Verschlusssystem geregelte Zeit,
in der die Laserpulse auf die Mitochondrien einwirkten, betrug 20 ms. Die
Wellenlénge des Lasers war 730 nm. Die Bildrate der Kamera betrug 10 Hz.

Photolytische Freisetzung von HPTS

Die ersten Versuche wurden mit der Unterstiitzung von Dr. Martin Oberho-
fer durchgefiihrt. Hierbei wurde das Zytosol der Zellen mit Hilfe von Mikro-
pipetten mit der bendtigten Kéfigsubstanz beladen. Die Zusammensetzung
der verwendeten intrazellularen Losung war (in mM) 135 KCI, 10 NaCl,
15 HEPES, 3 NaATP. Fiir die Versuche aus Abschnitt 3.2.6 verwendeten
wir eine Konzentration von 3 mM NPE-caged HPTS. Fiir die Anregung des
freigesetzten HPTS wurde 1 mW (an der Probe) bei 491 nm verwendet. Die
Belichtungszeit der Kameras betrug 50 ms und die Offnungszeit des mecha-
nischen Verschlusssystems betrug 100 ms.
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Photolytische Freisetzung von Kalzium

Bei spéateren in vivo Versuchen wurden permeabilisierte Zellen verwendet.
Um die Kardiomyozyten zu depolarisieren und die Kalziumbeladung des SR
zu reduzieren, wurde eine Equilibrierungslosung (pH-Wert 7,2 mit KOH)
verwendet, die (in mM) 100 Kalium L-Asparaginsiure, 20 KCI, 0,5 Ethylen-
glykol-Bis(aminoethylether)-N,N,N’ N’ -Tetraessigsdure (EGTA), 10 HEPES
und 0.75 MgCl, enthielt. Wahrend der Versuche waren die Zellen von einer
intrazellularen Losung (ph-Wert 7,2 eingestellt mit KOH) superfundiert, die
sich zusammensetzte aus (in mM) 100 Kalium L-Asparaginsiure, 15 KCI,
0,5 EGTA, 10 HEPES, 5 KHyPO,, 10 Phosphokreatin di-Natrium Salz, 3
NayATP und 8% Dextran. Zur Permeabilisierung wurden fiir 40 s 5 pg/ml
Saponine (Santa Cruz Biotechnology, Inc. ,Dallas, TX, USA) zugegeben. Die
Saponinkonentration und/oder die Inkubationszeit der Zellen in der Sapo-
ninlésung mussten fiir jede Zelleisolation der Qualitdat der Zellen angepasst
werden. Dies lag daran, dass die Myozyten (je nach Verlauf der Zellisola-
tion) unterschiedlich lange den Verdauungsenzymen ausgesetzt waren und
damit unterschiedlich viele extrazellulare Matrixproteine die Zelle umgaben.
Zum Uberpriifen der Permeabilisierung stand Texas Red Dextran MW3000
zur Verfiigung, welches in die superfundierende Losung gegeben wurde und
dessen Fluoreszenz, nach Anregung mittels 560 nm Laser, bei erfolgreicher
Permeabilisierung im Inneren der Zelle nachweisbar war.

Bei den Veruchen mit DMNP und Kardiomyozyten wurden verschiedene
Konzentrationen der Kafiggruppe und CaCl, in der intrazelluldren Losung
verwendet, um die Konzentration des freien Kalziums auf einen fiir die Zel-
len physiologischen Wert (100 nM) einzustellen. Das zum Bestimmen der
Kalziumkonzentration verwendetete Fura-2 Penta-Kalium Salz hatte eine
Konzentration von 50 uM in der Permeabilisierungslosung. Die Messungen
erfolgten an dem im Labor stehenden uiMIC (TILL Photonics), welches
einen dichroischen Filter besitzt, der fiir Fura-2 optimiert ist. Die Anre-
gung erfolgte mittels des an das Mikroskop gekoppelten Monochromators
(Polychrome V) bei den Anregungswellenldngen 340 nm und 380 nm. Die
Steuerung des Systems iibernahm die Software LifeAcqusition (TILL Pho-
tonics). Zur Kalibrierung wurden die Fluoreszenzen je einer Fura-2-Losung
mit 10 mM Kalzium und mit 0 mM Kalzium aufgezeichnet. Als Grundlage
fiir die Berechnung der freien Kalziumkonzentration diente Gleichung 2.2

[55].

frei
R — Rpin . Figo

attigt
Rmaaz - R Fggsega 9

[Ca*] = Ky - (2.2)
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2.2.8 Simulation der frequenzvariablen Zwei-Photonen-
Photolyse

Die Simulationen der Zwei-Photonen-Photolyse wurden durchgefiihrt, da bei
Experimenten zur Photolyse von CMNB-caged Fluoreszein festgestellt wur-
de, dass die Fluoreszenz nicht durch ldngere Freisetzung beliebig erhoht
werden konnte. Stattdessen kam es, nach einem Maximum zu Beginn der
Freisetzung, zu einer Abnahme der Fluoreszenz hin zu einem konstanten
Gleichgewichtswert. Die Annahme, dass dieser Effekt durch eine vollstéan-
dige Umwandlung der Kéfigsubstanz innerhalb des Fokus zustande kommt,
wurde durch ein Experiment mit CMNB-caged Fluoreszein, welches in Ab-
schnitt 3.2.4 behandelt wird, bekréftigt. Um diesem Effekt entgegenzuwir-
ken, bot die Variation der Pulsrate eine geeignete Moglichkeit, den rapiden
Abbau der Kiéfigsubstanz im Fokus zu verlangsamen, ohne die Zahl der pho-
tolysierten Kéafigmolekiile eines einzelnen Pulses zu reduzieren. Das Ziel der
Simulation war es, zuvorderst die Auswirkungen der Variation der Photoly-
selaserpulsrate auf die Freisetzung des gebundenen Liganden zu untersuchen.
Dabei waren die Menge der Freisetzung, der zeitliche Verlauf der freigesetz-
ten Menge und die rdumliche Verteilung der Freisetzung von Interesse. Ein
weiteres Ziel war die Optimierung von Leistung, Repetitionsrate und Dauer
des Pulszuges, mit dem Ziel die freigesetzte Stoffmenge im Experiment zu
maximieren.

Bei der Photolyse werden Kéfigsubstanzen in Kéfiggruppenrest und Ligand
aufgespalten. Die drei Substanzen liegen wiederum in einer Losung vor, die,
falls sich das System im thermodynamischen Gleichgewicht befindet, ho-
mogen ist. Die Photolyse mittels des Lasers stort das Gleichgewicht durch
Anregung der Kéfigsubstanz. Die angeregte Kéfigsubstanz zerféllt nicht in-
stantan in Kafiggruppenrest und Ligand. Vielmehr entsteht durch die La-
seranregung intermediér eine weitere Substanz, die angeregte Kéfigsubstanz.
Diese liegt, bedingt durch die Fokussierung, nur im Photolyselaserfokus vor.
Das durch das Konzetrationsgefille vorliegende chemische Potential sorgt fiir
einen Ausgleich der Konzentrationen. Nach einiger Zeit stellt sich wieder das
thermodynamische Gleichgewicht ein. Die Dauer ist abhéngig von den Dif-
fusionskoeffizienten der Substanzen und der mittleren Zerfallszeit der ange-
regten Kéfigsubstanz. Jedoch haben die Laserpulse der meisten kommerziell
verfiigharen TiSa-Laser, wie in Abschnitt 1.2 erlautert, einen Abstand von
wenigen ns. Deshalb erfolgt die Anregung durch den néchsten Laserpuls, wie
in Abbildung 2.10 B dargestellt, meist lange bevor sich das thermodynami-
sche Gleichgewicht erneut eingestellt hat. In einer Simulation einer solchen
Freisetzung, kann der Zerfall der angeregten Kéfigsubstanz und die Diffusion
vernachlissigt werden. Falls jedoch die Anderung der Konzentration der an-
geregten Kafigubstanz bis zum néchsten Laserpuls nicht zu vernachléssigen
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Einzelner Laserpuls Hohe Pulsrate Niedrige Pulsrate

Laserpuls
Diffusion und Zerfall der

\’ /angeregten Kéfigsubstanz
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Konzentration der ange-
regten Kéfigsubstanz [b.E.]

h thermodynamisches
Gleichgewicht

Zeit [b.E]

Abbildung 2.10: Diffusion und Zerfall der angeregten Kéfigsubstanz bei unter-
schiedlichen Pulsraten. (A) Nach einem einzelnen Laserpuls stellt sich in der Losung
mit der Kéfigsubstanz und dem Liganden nach einiger Zeit, durch Zerfall der ange-
regten Kéfigsubstanz und Diffusion der Substanzen wieder das thermodynamische
Gleichgeweicht ein. (B) Bei einer hohen Pulsraten bei der sich die Konzentration
der angeregten Kéfigsubstanz nur wenig zwischen zwei Pulsen dndert, kann bei
einer Berechnung der Zerfall der Kéfigsubstanz und u.U. die Diffusion der Sub-
stanzen zwischen zwei Pulsen vernachlissigt werden. (C) Bei niedriger Pulsrate ist
dies jedoch unerlésslich, da der Einfluss des Zerfalls der angeregten Kéfigsubstanz
und evtl. auch die Diffusion der Substanzen relevant wird

ist, wie in Abbildung 2.10 C, so muss dies in einer Simulation beriicksichtigt
werden. Eine Zielsetzung der in dieser Arbeit dargelegten Simulation war es,
ein Modell zu erstellen, dass im Gegensatz zu der Arbeit von Kiskin et al.
[74] und der Simulation von Figuerora et al. [45] den zeitlichen Verlauf der
Konzentrationen aller Substanzen zwischen zwei Laserpulsen berticksichtig-
te. So konnte auch simuliert werden wie sich das System verhélt, wenn die
Zerfallsrate der angeregten Kéfigsubstanz sowie die Diffusionsrate der Ké-
figsubstanz und des Kalziums gegeniiber der Rate der Laserpulse relevant
wird. Dazu wurden folgende Vereinfachungen angenommen.

e Stationdre Photonenzahl
Es wurde davon ausgegangen, dass sich die Zahl der Photonen pro
Laserpuls beim Durchgang des Fokus nicht dndert. Dies konnte an-
genommen werden, da auch im Fokus die Absorptionsrate bei mitt-
leren Kéfigsubstanz-Konzentrationen und hohen Zwei-Photonen-Ab-
sorptionsquerschnitten gering war.

e Instantaner Puls
Es wurde angenommen, dass der Laserpuls jeden Ort des Fokus im
gleichen Moment erreichte und so keine signifikante Diffusion wahrend
der Pulsdauer entlang der optischen Achse oder auch senkrecht zu op-
tischen Achse auftratt. Bei einer Fokuslange von 1.5 pum sowie der
Lichtgeschwindigkeit in Wasser ergab sich ein ungefihres Zeitfenster
von 6,5 fs, was sogar ein Vielfches kiirzer war als der Laserpuls selbst.
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Jegliche Diffusionprozesse wihrend dieser Zeit und der Lange des La-
serpulses von ca. 145 fs konnten problemlos vernachléssigt werden.

Unter der Annahme, dass es, abgesehen vom Photolyseprozess, zu keinen
Anderungen der Gesamtmenge der Kéfigsubstanz kam, wurde im Folgenden

die Differentialgleichung 2.3 fiir die Diffusion im stationéren Fall verwendet
[24].

de(F, 1)
ot

Hierbei ist ¢ die Konzentration der Kéfigsubstanz, D deren Diffusionskon-
stante und A der Laplace Operator. Es sind 7 und t die Orts- bzw. Zeitva-
riable.

Eine analytische Losung, die mittels des Programms Maple (Maplesoft, Inc.,
Waterloo, ON, Kanada) berechnet wurde, benétigte eine Laufzeit von meh-
reren Tagen fiir nur 2000 Laserpulse. Da sich die Losung der Differential-
gleichung fiir die Diffusion zwischen zwei Pulsen fiir den n-ten Puls iterativ
aus dem (n-1)ten Puls ergab, wurde die Gleichung (aus der sich die Lo-
sung ergab) exponentiell langer mit der Zahl der Pulse. Eine numerische
Losung in nur einer Dimension erschien somit notwendig. Diese eindimen-
sionale Simulation sollte jedoch ausreichen, um den Effekt der verminderten
Pulsrate deutlich zu machen. Hierzu wurde die Methode der finiten Differen-
zen verwendet und eine Routine in c++ programmiert (der dokumentierte
Quellkode ist in Anhang A und als Textdatei auf der beiliegenden CD zu
finden). Gleichung 2.4 ergibt sich im eindimensionalen Fall aus Gleichung
2.3.

= D*Ac(7t) (2.3)

= D27c(x, t) (2.4)

Die Methode der finiten Differenzen teilt die Diffusion zwischen den Orten
z und x + J, sowie den Zeiten ¢ und ¢ 4 J; in eine Anzahl n; an kleineren
Schritten, fL—z = Az sowie % = At, auf. Diese werden anschliefsend, mit
Hilfe des Differenzenquotienten, angenéhert. Mittels der Methode der finiten

Differenzen ergibt sich somit Gleichung 2.5 als Naherung.

de o — =t
dt At

Mit At der Schrittweite in der Zeit bei der numerischen Kalkulation und cf

der Konzentration am Ort i im numerischen Kalkulationsschritt k. Fiir die

Néherung der doppelten Ableitung nach dem Ort ergibt sich entsprechend

(2.5)

2 k—1 k—1 k—1
d“c G 2¢; — 6,

dz? Ax (2:6)
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Hierbei entspricht Ax der Schrittweite der numerischen Kalkulation in der
Raumdimension. Kombiniert man die Gleichungen 2.5, 2.6 sowie 2.4, und
16st anschliefend nach ¢} auf, so ergibt sich fiir die numerische Berechnung
Gleichung 2.7.

+D

a=0- 2D(Aﬂc)z) K (Ax)? (e + )

(2.7)

Werden At und Az ausreichend klein gewihlt, so ergibt cF eine gute Ni-
herung fiir die Diffusion im Raum zwischen x und x + 9, und in der Zeit
von t bis t + ¢;. In der erstellten Simulation war At 1/2000 der Distanz
der Laserpulse. Az betrug 1/250 des simulierten Raumes. Um die Diffusion
verschiedener Substanzen zu berechnen, muss der entsprechende Diffusions-
koeffzient in die Berechnung eingesetzt werden. Mit diesen Voraussetzungen
wurde nun noch eine Formel fiir die Abnahme der Konzentration durch einen
Puls benotigt. Nach [73] gilt fiir die Zahl der angeregten Kéfiggruppen:

ea\’coN 4
N, = o /_[0 dt/S T, Z) (2.8)

Hierbei ist ¢y die Konzentration der Kéfigsubstanz im Volumen V, N, die
Avogardro-Konstante, h das Planksche Wirkungsquantum und ¢ die Lichtge-
schwindigkeit. Das Zeitintegral tragt hier noch der Laserintensitdat wahrend
des Pulses Rechnung. S(r, 2)? variiert die Intensitéit entlang des fokussierten
Laserstrahls. Wird 2.8 durch N4 dividiert, so ergibt sich die Gesamtzahl der
angeregten Molekiile in mol im Volumen V. Die Konzentrationsanderung
ergibt sich aus der differentiellen Betrachtung.

dN./Na  eoX’cq 5 5
v o S(r,z) /Ig(t) dt (2.9)

T

Wird danach das Zeitintegral wie nach Xu et. al. [156] ersetzt, so ergibt sich
Gleichung 2.10 fiir die ortsaufgeloste Anderung der Konzentration.

ea\’c 9 9p 9
== (I 2.1
S S ) (2.10)

dec =

Hierbei ist v die Laserfrequenz und 7, die Pulsldnge. g, ergibt sich aus der
zeitlichen Korrelation des Laserpulses fiir gauss’sche Pulse zu:

gt¥ = 0,664 (2.11)
und fiir hyperbolische-sekant Pulse zu:

gl = 0,588 (2.12)
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Um (I)? noch durch experimentell zuginglichere Gréfen zu ersetzen, kann
néherungsweise:

X p (2.13)

1) = T3

angenommen werden. Hierbei ist P(t) die mittlere Laserleistung und da von
Fraunhofer Beugung ausgegangen wird, entspricht die Beugungsbegrenzung
N'TA' = 2wy, wenn N.A. die numerische Appertur des Objektivs, A die ver-
wendete Laserwellenlinge ist und die Fliche des Fokusquerschnitts 7 - (2wp)?
ist. Wird 2.13 in 2.10 eingesetzt, so ergibt sich mit Gleichung 2.14 fiir den

Anteil an Kéfigsubstanz der durch einen Laserpuls photolysiert wird.

de  eo)? 9p A\

o = a0 PP 2.14)

vr, w2(N.A.)

Wird die Betrachtung auf eine einzige Dimension in der Fokusebene mit

einem gauss’schem Strahlquerschnitt eingeschrinkt, so kann S?(r, z) durch

die Beschreibung des Strahlquerschnitts ea:p(—2jf72) ersetzt werden. Wobei
G

o¢ wiederum dem Beugungslimit entspricht, und es ergibt sich
de €N’ g, A x?

w0 = e At A PO @)

Anschliefsend kann dies in die numerische Kalkulation eingesetzt werden.
So konnen zusammen mit Gleichung 2.7 die Konzentrationen der Kéfigsub-
stanz und der angeregten Kéafigsubstanz nach beliebig vielen Laserpulsen
iterativ berechnet werden. Um aus diesen Konzentrationen die Konzentra-
tion des freigesetzten Stoffes zu berechnen, wird der Zerfall der angeregten
Kafigsubstanz als einfach exponentieller Zerfall angendhert. In jedem be-
rechneten Zeitschritt, wird eine entsprechende Menge Produkt freigesetzt,
welches dann der Diffusion unterliegt. Die Simulationen wurden alle unter

Tabelle 2.2: Parameter der Stoffe in den Simulationen. Der mit * markierte Wert
wurde als Mittel diverser Werte in Publikationen gewéhlt [6, 132, 32, 4].

Stoff D [um?/s| | n|%| | o |GM] | Zerfallsrate [s™"]
DMNP 147[45] | 18 [39] | 0,013 [25] | 33000 [39]
NDBF-EGTA | 147[45] | 70 [96] | 0,6 [96] 20000 [39]
Ca** 200* - - -

der Voraussetzung einer Laserwellenlinge von 730 nm, einem Objektiv mit
einer N.A. von 1,49 sowie 143 fs langen Pulsen durchgefiihrt. Die in der
Simulation verwendeten Parameter der Substanzen sind in Tabelle 2.2 zu-
sammengefasst.
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2.3

Fluoreszenzlebensdauer-Bildgebung

2.3.1 Verwendete Materialien

Abtastkopf fiir Laser (Yanus 4, TILL Photonics GmbH)
AOTF (MOD.nc, AA opto-electronic)

Anregungsfilter fiir die Wellenldangen 470/40 nm, 437/14 nm,
480/10 nm, 510/10 nm, 560/14 nm, Kurzpass-IR-Filter (AHF)

Avalanche-Photodioden 2 (PD1CTC, Micro Photon Devices, Bolzano,
Italien)

Faserkoppler (TILL Photonics GmbH)
Filterrdder 2 (6 Halter fiir 1 Zoll Filter, Thorlabs)
Fluoreszenzspektrometer (LS55, PerkinElmer, Waltham, MA, USA)

Frequenzgenerator (HM 8030-z, HAMEG Instruments GmbH, Main-
hausen, Deutschland)

Inverses Mikroskop (TE2000-U, Nikon Corporation, Tokyo, Japan)
Modusumschalter (Polytrope II; TILL Photonics GmbH)

Monochromator (Polychrome V; TILL Photonics GmbH)

Lichtwellenleiter 2, 50 pm Kerndurchmesser und 6 pm Kerndurchmes-
ser (Thorlabs)

Superkontinuum-Laser (Femtopower 1040 430 nm 4 W 40 MHz, Fia-
nium Limited, Southhampton, UK)

U-Bank mit einem Faserkoppler FC/APC (Thorlabs)

Zeitkorrelierender-Einzelphotonenzéhler (Hydra Harp 400, PicoQuant
GmbH, Berlin, Deutschland)

2.3.2 Verwendete Software

LiveAcquisition, TILL Photonics GmbH
LabView 2012, National Instruments, Austin, TX, USA

Sympho Time 32Bit, PicoQuant GmbH
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2.3.3 Verwendete Chemikalien

e Rose Bengal:

relative Fluoreszenz [F/F__ ]

Mit vollem Namen auch 4,5,6,7-tetrachloro-2’,4’.5’, 7’-tetraiodofluores-
cein genannt, ist ein Farbsotff, der in einer 5,66 M KI-Losung eine
extrem kurze Lebensdauer von nur 16 ns aufweist [137|. Er wurde, wie
auch von Sun et al. [135] beschrieben, zum Bestimmen der instrument
response function (IRF) verwendet. Das Spektrum von Rose Bengal
ist in Abbildung 2.11 A dargestellt.
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Abbildung 2.11: Absorptions- und Emissionsspektren der Farbstof-

fe

in

(A) Rose Bengal in wissriger Losung und von (B) Cumarin 6
Ethanol (von der Webseite des Oregon Medical Laser Centers,

http://omlc.ogi.edu/spectra/PhotochemCAD /html/084.html  zuletzt  eingese-
hen am 17.01.2014)

e Cumarin 6:

Ein Farbstoff, der eine konstante Fluoreszenzlebensdauer von 3 ns hat,
wenn er in einer Konzentration von 50 M in reinem Ethanol (p.a.)
gelost wird. Das Anregungsmaximum von Cumarin 6 liegt bei 460 nm,
dabei hat es ein Emissionsmaximum bei 505 nm. Zur Kontrolle des
FLIM-Systems wurde mit 480/10 nm angeregt. Die Spektren sind in
Abbildung 2.11 B dargestellt

Um die absolute freie Kalziumkonzentration in Erythrozyten zu messen,
wurden mehrere fluoreszente Kalziumindikatoren getestet. Es wurde gepriift,
inwieweit sich diese fiir die gestellte Aufgabe eignen. Da alle verwendeten
Kalziumindikatoren im griinen beziehungsweise gelben bis roten Spektral-
bereich emittierten, wurde APD 1, welche von APD 2 durch einen 532 nm
Lang-Pass (LP) dichroischen Spiegel getrennt wird, verwendet.
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Abbildung 2.12: Absorptions- und Emissionsspektren der Farbstoffe (A) Calcium
Green”™ und (B) Oregon Green® 488 BAPTA 2, die verwendeten Anregungs- und
Emissionsfilter sind im Bild mit einem farbigen Hintergrund markiert, die Spektren
wurden jeweils auf die maximale Fluoreszenz normiert (Daten von der Websei-
te des Herstellers, http://www.lifetechnologies.com/de/de/home/life-science/cell-

analysis/labeling-chemistry /fluorescence-spectraviewer.html, zuletzt eingesehen
am 17.01.2014)

Calcium Green”™ und Oregon Green® 488 BAPTA 2:

Calcium Green™™ unterscheidet sich in seiner Ca?*-Bindungsaffinitiiten
und dem dynamischen Bereich seiner ionensensitiven Fluoreszenzant-
wort von anderen Kalziumindikatoren wie Fluo 3. Calcium Green?™ ist
bis zu fiinfmal heller als Fluo-3 bei Sittigung mit Ca?* und bleicht mit
einer signifikant niedrigeren Rate. Calcium Green’™ fluoresziert mehr
als Fluo-3 bei sehr niedrigen Ca?" Konzentrationen. Calcium Green?™
zeigt einen ungefdhr 14-fachen Anstieg der Emission durch Bindung an
Ca?". Oregon Green® 488 BAPTA 2 hat generell gleiche der Ca?*-
Konzentration entsprechende Reaktionen wie Calcium Green?™ . Je-
doch sind sowohl das Absorptions- als auch das Emissions-Maximum
von Oregon Green® 488 BAPTA ca. 10 nm zu kiirzeren Wellenlén-
gen hin verschoben [112|. Die Spektren fiir die beiden Indikatoren sind
in Abbildung 2.12 dargestellt. Die Filter fiir Anregung und Emission
waren bei beiden Indikatoren respektive ein 470/40 nm Bandpassfilter
und ein 532 nm LP. Alle Farbstoffe wurden, wenn nicht anders ver-
merkt, in einer Konzentration von 1 mM AM in Pluronic F-127 (20%
(w/v) in DMSO, Life Technologies) geldst.

Calcium Crimson” and Calcium Orange?™:

Calcium Orange”™ und Calcium Crimson”™ sind spektral dhnlich zu
Tetramethylrhodamin und Texas Red [112]. Die Spektren der beiden
Farbstoffe sind in Abbildung 2.13 zu finden.

Fura Red™:

Fura Red”™ ist ein langwelliges Analogon zu Fura-2. Fura Red™™ er-
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Abbildung 2.13: Absorptions- und Emissionsspektren der Kalziumindikatoren
(A) Calcium Orange”™ und (B) Calcium Crimson”™ | die verwendeten Anregungs-
und Emissionsfilter sind im Bild mit einem farbigen Hintergrund markiert, die Spek-
tren wurden jeweils auf die maximale Fluoreszenz normiert (Daten von der Websei-
te des Herstellers, http://www .lifetechnologies.com/de/de/home/life-science/cell-

analysis/labeling-chemistry /fluorescence-spectraviewer.html, zuletzt eingesehen
am 17.01.2014)

moglicht es, mit dem Quotienten der Fluoreszenz durch Anregung bei
den Wellenldngen 420 nm und 480 nm, die absolute Kalziumkonzen-
tration zu bestimmen. Um die relativ niedrige Fluoreszenz-Quanten-
effizienz von Fura Red”™ zu kompensieren, ist es iiblich, es mit der
doppelten Konzentration, bezogen auf Fluo-3, zum Beladen zu ver-
wenden [112]. Die Spektren von Fura Red”™ im kalziumfreien und
kalziumgebundenen Zustand sind in Abbildung 2.14 dargestellt.
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Abbildung 2.14: Absorptions- und Emissionsspektren des Kalziumindi-
kators Fura Red”™ im Kalzium-freien und im Kalzium-gebundenen Zu-
stand, die verwendeten Anregungs- und Emissionsfilter sind mit einem
farbigen Hintergrund markiert (Daten von der Webseite des Herstellers,
http://www lifetechnologies.com/de/de/home/life-science/cell-analysis /labeling-
chemistry /fluorescence-spectraviewer.html, zuletzt eingesehen am 17.01.2014)
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e Asante Calcium Near Infra Red:
Ein Kalzium-sensitiver Farbstoff der von TEFLabs (Austin, TX, USA)
hergestellt wird. Der Hersteller gibt nur eine Anregungs- (630 nm) und
Emissionswellenlénge (690 nm) an. Der Farbstoff wurde als Salz und
in der zellpermeablen Variante als Ester verwendet. Asante Calcium
Near IR AM wurde als 5 mM Stammlésung in Pluronic F127 (20%
(w/v) in DMSO, LifeTechnologies) gelost.

e Asante Calcium Red:

Ein weiterer Kalziumindikator, der von TEFLabs hergestellt wird. Er
konnte auch ratiometrisch eingesetzt werden. Der Farbstoff war so-
wohl als Salz als auch als AM erhéltlich. Sein K fiir die Kalziumbin-
dung wird mit 400 nM angegeben. Fiir eine fluoreszenzratiometrische
Messung erfolgt die Anregung bei 488 nm. In diesem Fall miissen die
Emissionen bei 525 nm und 650 nm gemessen werden. Laut Hersteller
kann der Indikator auch nicht ratiometrisch verwendet werden, in ei-
nem solchen Fall muss bei 540 nm angeregt werden. Die Emission wird
dann bei 650 nm gemessen. Die verwendeten Filter fiir Anregung und
Emission waren respektive 560/14 nm und 645/75 nm. In 2.15 sind die
Spektren fiir verschiedene Konzentrationen von Kalzium abgebildet.

Asante Calcium Red, lot 910a excitation at 540 nm
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==\
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= 0nM Ca2+ 17 nM Ca2+ =38 nM Ca2+ 65 nM Ca2+ =100 nM Ca2+ =150 nM Ca2+
=225 nM Ca2+ 351 nM Ca2+ =602 nM Ca2+ 1350 nM Ca2+ =—39000 nM Ca2+

Abbildung 2.15: Emissionsspektren  des  Kalziumindikators  Asan-
te Calcium Red bei verschieden Kalziumkonzentrationen und
540 nm Anregungswellenlinge (Daten von der Webseite des Herstel-
lers, http://www.teflabs.com /Portals/44052 /docs/AsanteCalciumRed-
Info%20Packet.pdf zuletzt eingesehen am 18.10.2013)
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e Fluo-8
Fluo-8 ist ein weiteres Derivat von Fluo-3 und Fluo-4, diesen jedoch im
Bezug auf Absorptions- und Emissionsspektrum sehr dhnlich. Es hat
von diesen drei Indikatoren den hochsten dynamischen Bereich. Fluo-8
wurde von TEFLabs bezogen und vor der Verwendung als Stammlo-
sung in einer Konzentration von 1 mM in Pluronic F127 (20% (w/v)
in DMSO, LifeTechnologies) gelost.

e [onomycin:

Ionomycin ist ein Ionophor, der sich in die Zellmembran einfiigt und
den Austausch von 1 Kalziumion gegen 3 Protonen, durch die Zell-
membran ermoglicht [40]. Durch das Binden von Kalzium an Iono-
mycin kann dieses die Zellmembran iiberwinden. Diese Bindung von
Kalzium an den Ionophor ist erst ab einem pH-Wert von 7 moglich.
Bei einem pH-Wert von 9,5 ist die Bindungseffizienz am hochsten. Da
der pH-Wert durch den elektrogenen Austausch von Kalzium gegen
Protonen steigt, kann sich die Konzentration des Kalziums auf bei-
den Seiten der Membran nicht komplett angleichen [88]. Das gelieferte
Ionomycin-Kalzium Salz wurde als Stammlésung 1 mM in DMSO ge-
16st.

2.3.4 Aufbau des FLIM-Systems

Der Messaufbau des FLIM bestand aus zwei, durch einen dichroischen Spie-
gel getrennte, Avalanche-Photodioden (APD) und einem an diese gekop-
pelten zeitkorrelierenden Mehrkanal-Einzelphotonenzéhler. Zur Anregung
diente ein Superkontinuum-Laser mit 10 ps langen Pulsen (laut Testzer-
tifikat). Zur Wahl der gewiinschten Anregungswellenlinge stand ein Satz
von Bandpassfiltern zur Verfiigung (siche Materialien), die mittels eines Fil-
terrades in den Strahlengang gedreht werden konnten. Um Reflektionen zu
vermeiden, die die Messungen der Fluoreszenzlebensdauer storen konnten,
wurden die Filter in einem Winkel von 5° eingebracht. Ein Kurzpassfilter bei
700 nm blockierte dabei in jedem Fall das infrarote Spektrum des Lasers,
welches ein Vielfaches der Leistung des sichtbaren Bereichs aufwies und die
Facetten der Glasfasern beschiadigen kann. Das Laserlicht wurde {iber eine
single mode Faser und einen Faserkoppler mit dichroischem Strahlteiler, zu
einem Galvanometer getriebenen Yanus 4 Abtastkopf geleitet. Eine ange-
schragte multimode Faser an dem Faserkoppler diente der Aufnahme der
Fluoreszenz (Kerndurchmesser 50 pm) und bot dabei konfokale Filterung,
sowie die storungsarme Weiterleitung der Fluoreszenz zu den APDs. Der
Abtastkopf war iiber den Modusumschalter, Polytrope II, mit einem inver-
sen Mikroskop verbunden. Dieses System erlaubte das schnelle Umschal-
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Abbildung 2.16: Plan von TILL-Photonics fiir das Polytrope II System

ten zwischen Laseranregung und Anregung mittels Monochromator, welcher
auch per Lichtleiter an den Polytrop gekoppelt war, sowie ein Umschalten
zu dem total internal reflection fluorescence microscopy (TIRF) Modus. In-
nerhalb des Mikroskops wurde ein Silberspiegel an Stelle eines dichroischen
Filterblocks im Filterrevolver verwendet, um die vollstiandige Reflektion von
Anregungslicht und emittierter Fluoreszenz zu gewéhrleisten. Ein dichroi-
scher Spiegel konnte an dieser Stelle gewihlt werden, um ohne Laseranre-
gung und APDs, mittels einer Kamera, eine Ubersicht iiber das Priparat
zu bekommen. Die APDs waren, zum Schutz vor Streulicht, in einem sepa-
raten Gehéduse untergebracht. Zum Filtern des Signals sowie zum Blocken
der Anregungswellenldnge standen weitere Bandpassfilter (siehe Materiali-
en) zur Verfiigung, welche direkt vor den Dioden in dem Gehéuse eingesetzt
werden konnten. Die Software Symphotime (PicoQuant GmbH) ermoglich-
te die Aufzeichnung und Darstellung der gewonnen Einzelphotonen-Daten,
sowie deren Auswertung. Die Software bendtigte zur akuraten Zuordnung
der gezahlten Photonen zu einem Anregungspuls ein Synchronisationssignal
mit dem gepulsten Laser. Des Weiteren wurde sowohl ein Auslésesignal be-
notigt, das ein neues Bild markierte (frame clock) als auch die Start- und
Stoppsignale fiir jede Linie, die der Abtastkopf abrasterte (line start/line
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Polytrope Il Galvanometer-Steuereinheit Steckplétze der Jumper

Abbildung 2.17: Platine der Galvanometer-Steuereinheit des Polytrope II, mar-
kiert sind die Steckpldtze, an denen fiir den analogen Betrieb die Jumper entfernt
wurden

stop), um die gezdhlten Photonen einem Bildpunkt zuweisen zu kénnen.
Das System von TILL Photonics iibernahm die Steuerung des Abtastkop-
fes, des Polytropes sowie die Synchronisation aller Komponenten. Es bestand
aus drei separaten Elektronik-Einheiten.

e scan control unit (SCU)
Die Steuereinheiten der Galvanometer, in Abtastkopf und Polytrop,
waren in der SCU untergebracht. Diese Steuereinheiten stabilisierten
die Galvanometer mit einer Riickkopplungsschleife.

e digital to serial converter (DSC)
Die Steuereinheiten selbst erhielten ihre Anweisungen von der DSC,
welche in der scan power unit (SPU) untergebracht war. Diese wurde,
im Fall der zu diesem Zeitpunkt aktuellen Firmware (ab LiveAcquisi-
tion 2.1), vom Computer mittels Bindrdaten gesteuert.

e imaging control unit (ICU)
Die dritte und auch wichtigste Komponente war die ICU, in der alle
Steuersignale synchronisiert wurden. Die von TILL vorgesehene Schal-
tung aller Komponenten wird in Abbildung 2.16 dargestellt. Nur in
dieser Konfiguration waren TIRF sowie fluorescence recovery after pho-
tobleaching (FRAP) verfiighar, da diese Modi eine komplexe Steuerung
aller Komponenten erforderten, fiir die die ICU unerlésslich war.

Da Live Acquisition, die proprietéire Software von TILL Photonics, nicht in
der Lage war, beim Abtasten die nétigen Signale an die HydraHarp 400 zu
iibertragen, weder auf Software- noch auf Hardware-Basis, musste das Sys-
tem fiir den FLIM-Betrieb umgeriistet werden. Es war notwendig, eine altere
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Abbildung 2.18: Modifizierter Verkabelungsplan des FLIM Aufbaus, aufgrund
der Anforderungen der HydraHarp 400

Firmware der DSC zu verwenden, da bei dieser die Steuersignale in einem
einfachen ASCII-Code iibertragen wurden (Steuersignale aus Anleitung von
TILL im Anhang B). Hierdurch wurde es notwendig die ICU von der DSC
zu entkoppeln, da die dltere Firmware mit der ICU sowie der Steuerung des
Polytrope II nicht kompatibel war. Die Steuereinheit des Polytrope 11 Gal-
vanometers wurde hierzu auf analogen Betrieb umgeschaltet. Dies erfolgte
durch Entfernen zweier Jumper auf der Platine (siehe Abbildung. 2.17). Da-
nach war es moglich, den Spielgel durch eine angelegte Spannung richtig zu
positionieren, so dass der Laser in Richtung Mikroskop und die Emission in
Richtung der detektierenden Faser gelenkt wurden. Die Spannung wurde von
einem Funktionsgenerator im Gleichspannungsbetrieb geliefert. Zur Kontrol-
le diente ein Digitalmultimeter, welches eine Messung der Regelspannung mit
0.01 V Genauigkeit ermoglichte. Die Steuerung der beiden Abtast-Spiegel im
Yanus 4 wurde in LabVIEW implementiert. Die Grundlage hierfiir bildete
die Softwarebibliothek Colibri fiir die Steuerung von konfokalen Mikroskopen
von Christian Seebacher (Biolmaging Center Ludwig-Maximilians Universi-
tat, Miinchen). Durch Modifizierung einiger Steuerelemente war es moglich,
die notigen frame sowie line Signale an der DSC auszugeben. Das Schema
der Steuerung ist in Abbildung 2.19 skizziert. Um den automatisierten Tisch
und angeschlossenen Monochromator zu steuern, zum Beispiel zum Identi-
fizieren von Zellen, die ein Fluoreszenzprotein generierten, war ein Betrieb
der ICU notwendig. Hierfiir wurde ein neuer Verkabelungsplan entwickelt,
welcher in Abb. 2.18 dargestellt ist.
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Abbildung 2.19: Ablaufschema zum Abtasten mittels Yanus 4 und zur Ausgabe
der Steuerasignale fiir die HydraHarp 400

Justage des FLIM Setups

Zur Justage des Systems musste der Strahlverlauf an zwei Positionen kon-
trolliert werden, so dass die Lage des Fokus der Anregung mit dem Fokus
der Detektion iibereinstimmten. Hierzu wurde der Faserkoppler als Laser-
linienkombinierer betrieben, indem durch die Detektionsfaser ein weiterer
Laser gekoppelt wurde. Beide Laser mussten dann auf einer Mattscheibe,
die in den Objektivrevolver geschraubt wurde, iiberlagert werden. Anschlie-
fend konnte mittels einer Farbstoflésung (hier eine 50% (w/v) Fluoreszein-
Dextran MW 10000 wiissrige Losung) die Fokussierung und Uberlagerung
der Foki kontrolliert bzw. korrigiert werden. Wichtig war in diesem Zusam-
menhang, dass einer der Justagespiegel am Faserkoppler beide Strahlwege
kontrollierte. Dieser musste zuerst genutzt werden, um die Detektion ein-
zustellen. Anschliefend konnte der Fokus der Anregung mittels des zweiten
Spiegels separat auf den Detektionsfokus eingestellt werden. Die Fokussie-
rung wurde mit Hilfe der Linsen am Faserkoppler kontrolliert. Diese mussten
so eingestellt werden, dass der Fokus der Laser mit dem Fokus der Kame-
ra und des Okulars iibereinstimmte. Wiirde dies nicht beachtet, so wére es
unmoglich ein scharfes FLIM Bild zu erhalten, obwohl die fluoreszierenden
Objekte mit dem Auge oder der Kamera klar erkennbar sind. Die Softwa-
re, die das Abtasten steuerte, erhielt keine Riickkopplung iiber die Position
der Spiegel des Abtastkopfes. Aus diesem Grund wurde, zur einfacheren
Handhabung des Systems, eine Kalibrierung des Abtastkopfes anhand des
Kamerabildes der steuernden LiveAcquisition Software durchgefiihrt. Hierzu
war ein Abgleich der Position des Laserfokus auf der Kamera mit der Posi-
tion des Abtastkopfes notwendig. In Ruheposition der Galvanometer wurde
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die genaue Lage des Lasers auf dem Kamerabild in Pixeln bestimmt. Da-
nach wurde der Abtaster um einen festen Wert (zum Beispiel 5000000000)
verfahren und die neue Position ermittelt. Durch Verwenden des Quotienten:

Verfahrener Weg

2.16
Position Anfang — Position Ende (2.16)

als Schrittweite konnte gewéhrleistet werden, dass die Pixel der Bilder der
HydraHarp 400 mit den Pixeln des Kamerabildes iibereinstimmten. Zur Be-
stimmung der Fluoreszenzlebensdauern war es notwendig, die mit dem Fluo-
reszenzsignal konvulierte IRF zu bestimmen. Diese Funktion ist die Antwort
der Photodioden und der Elektronik auf die Detektion eines Photons. Da die-
se Antwort nicht infinitisemal kurz war, wird durch die IRF jede Messung
der Fluoreszenzlebensdauer beeinflusst. Falls der Laserpuls linger als die
elektronischen Signale ist, so kann auch dieser die IRF beeinflussen. Da der
verwendete Laser 10 ps lange Pulse hatte, konnte dieser Einfluss vernachlas-
sigt werden. Eine Methode zum Bestimmen der IRF war den Laser direkt zu
detektieren. Durch die kurze Laufzeit und die kurzen Laserpulse, war dies
die unmittelbarste Art vom System die IRF zu erhalten. Ein anderer Weg die
IRF zu bestimmen, war mittels eines Fluoreszenzfarbstoffes mit einer sehr
kurzen Fluoreszenzlebensdauer. Durch die kurze Fluoreszenzlebensdauer ist
die Fluoreszenz des Farbstoffes nach einer Anregung schon abgeklungen, be-
vor die elektronische Antwort des Messsystems endet. Es wird also nur ein
Photon der Fluoreszenz von dem System detektiert, jedes weitere gezéhlte
Photon ist nur eine Ungenauigkeit in der Elektronik der HydraHarp 400.

2.3.5 Regression der Fluoreszenzlebensdauerkurven

Die Fluoreszenzlebensdauern der Indikatoren ermittelte die Software Sym-
photime, welche auch fiir die Datenerfassung verwendet wurde. Hierzu wur-
de eine doppelt exponentielle Regression der Fluoreszenzlebensdauerkurve
durchgefiihrt. In dieser Regression wurde die vor dem jeweiligen Experiment
gemessene [RF verwendet. Hierdurch kann der Fluoreszenzanstieg durch die
Anregung des Indikators mit einem Laserpuls in der Regression beriicksich-
tigt werden. Die Regression hat somit folgende Parameter:

e Amplitude 1/Amplitude 2
e Lebensdauer 1/Lebensdauer 2
e Hintergrundfluoreszenz

e IRF Verschiebung zeitlich/IRF Verschiebung Intensitét
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Diese Parameter unterlagen bei der Regression keinen Beschriankungen. Op-
timiert wurden bei der Regression die Residuen. Die Startwerte fiir die Re-
gression wurden individuell angepasst, um eine Konvergenz des Algorithmus
zu gewahrleisten.

2.3.6 Ca?" Messungen in Erythrozyten mittels FLIM
Isolation der Erythrozyten

Zur Isolation der Erythrozyten wurden 20 pl Blut mittels Einmal-Lanzette
entnommen. Diese Menge wurde mit 1 ml Tyrode-Lésung vermischt. Um
die Erythrozyten aufzureinigen, wurde diese Mischung fiir 3 Minuten bei
5000 Umdrehungen pro Minute zentrifugiert. Hierdurch sammelten sich die
Erythrozyten am Boden des Aliquots. Der Uberstand wurde abgenommen
und 1 ml Tyrode hinzugefiigt und die Zellen durch Vortexen erneut sus-
pendiert. Dieser Aufreinigungsprozess wurde insgesammt 3-mal wiederholt.
Zum Beladen mit den Farbstoffen wurden 10 ul der Zellsuspension in 1 ml
der Tyrode-Losung gegeben.

Erstellen der Kalibrierungsloungen

Um die Kalziumkonzentration mittels der Fluoreszenzlebensdauer des Kal-
ziumsensors bestimmen zu konnen, war zunéchst eine Eichung der Fluo-
reszenzlebensdauer mit Hilfe definierter Kalziumkonzentrationen notwendig.
Eine in vitro-Messung hétte, da sich die Affinitdt der Indikatoren fiir Kalzi-
um in Zellen dndert [140, 80|, keine exakte Eichung erméglicht. Daher war
es unerlédsslich, eine Kalibrierung der Fluoreszenzlebensdauer in Erythrozy-
ten durchzufithren. Es wurden 500 ml einer kalziumfreien Losung (pH-Wert
7,35 mit KOH) mit einer Konzentration von (in mM) 100 KCI , 10 EGTA
sowie 20 HEPES angesetzt. Die Hélfte dieser Losung wurde umgefiillt und
durch Zugabe von CaCl, auf eine Gesamtkonzentration von 10 mM Kalzium
gebracht. Hiernach war eine erneute Anpassung des pH-Wertes notwendig.
Dies musste unter Umsténden mehrfach wiederholt werden, da der pH-Wert
und die freie Kalziumkonzentration sich indirekt iiber den pH-abhéngigen
Dissoziationskonstante (K;) von EGTA gegenseitig beeinflussten. Die somit
erstellte Losung hatte, durch den pH-Abhéngigen Ky von EGTA von 76 nM
bei einem pH-Wert von 7,35, eine freie Kalziumkonzentration von 27,61 pM.
Die Konzentration an freien Kalziumionen der extrazellularen Losung wur-
de mittels Fluoreszenz-Spektroskopie spezifiziert, um eine moglichst exak-
te Bestimmung zu ermoglichen. Hierzu wurde ein Fluoreszenzspektrometer
verwendet. Der Vorteil dieser Methode war, dass mittels Gittermonochro-
matoren das Anregungsspektrum von Fura-2 durchgestimmt werden konnte,



KAPITEL 2. MATERIAL UND METHODEN 93

wahrend die resultierende Emission gemessen wurde. Infolgedessen musste
bei der Analyse die Transmission durch dichroische Filter nicht beriicksich-
tigt werden. Die Messungen wurden bei einer Konzentration von 100 pM
Fura-2 Salz in 100 pl der zu analysierenden Losung durchgefiihrt. Das An-
regungsspektrum wurde in 0,5 nm Schritten zwischen 300 nm und 400 nm
abgerastert und die jeweilige Emission bei 520410 nm detektiert. Zur Ana-
lyse wurde der Quotient der Emission bei 337 nm und 380 nm gebildet. Zur
Bestimmung der freien Kalziumkonzentration diente die Formel 2.2 auf Seite
35 von Grynkiewicz et al. [55].
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Kapitel 3

Ergebnisse

3.1 Kalziumhomoostase in kardialen Myozyten
unter Einflulf eines Hyperaldosteronismus
in Ga,/Gaj-Knockout-Tieren

Im ersten Abschnitt dieser Arbeit wurden isolierte Kardiomyozyten von ge-
netisch verdnderten Mausen untersucht. Diesen Tieren wurde mit Aldosteron
beladene osmotische Minipumpen implantiert, die in den Tieren einen Hype-
raldosteronisumus verursachten. Als Kontrollgruppe dienten Tiere die eine
Implantat-Attrappe trugen. Um den Einfluss des Hyperaldosteronismus auf
die Kalziumhomoostase zu untersuchen, wurden die Zellen von acht Grup-
pen von Méusen (Behandlung und genetischer Hintergrund siehe Abschnitt
2.1.1) miteinander verglichen. Die Datenerhebung fand mittels schneller Vi-
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Abbildung 3.1: Typische Kalziumtransienten der murinen ventrikuldren Kardio-
myozyten der Wildtyp Tiere, gemessen mit dem Quotienten der Fura-2 Fluoreszen-
zen ( 15((5’))33?)) an den Zellen von: (A) Tieren ohne Hyperaldosteronismus und (B)
Tieren mit Hyperaldosteronismus

deobildgebung, wie in Abschnitt 2.1.2 dargestellt, statt. Typische Spuren
der Kalziumtransienten der verschiedenen Genotypen, mit und ohne Hype-
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raldosteronismus, sind in den Abbildungen 3.1 bis 3.3 zu finden. Anhand der
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Abbildung 3.2: Typische Kalziumtransienten der murinen ventrikuldren Kardio-
myozyten der Gag,-KO-Tiere und der Goy;-KO-Tiere, gemessen mit dem Quoti-

enten der Fura-2 Fluoreszenzen (5((;))3;‘;) an den Zellen von: (A) Gay-KO-Tieren

ohne Hyperaldosteronismus, (B) Ga,-KO-Tieren mit Hyperaldosteronismus, (C)
Gay1-KO-Tieren ohne Hyperaldosteronismus und (D) Gay1-KO-Tieren mit Hype-
raldosteronismus

Spuren wurden 3 relevante Parameter, jeweils nach Ruhe und wéhrend der
Gleichgewichtsstimulation, bestimmt: die Amplitude, die basale Kalzium-
konzentration und die CTD80-Zeit. Diese drei Parameter wurden statistisch
analysiert. Die zusammenfassenden Statistiken in den Abbildungen 3.4, 3.5

und 3.6 zeigen aufgrund der nicht Gauss’schen Verteilung der Messwerte den
Median.

3.1.1 Anderungen der Kalziumtransientenamplitude in
isolierten ventrikularen Kardiomyozyten

Anderung der Kalziumtransientenamplituden in Abhéngigkeit vom
Genotyp der untersuchten Tiere

Ohne Hyperaldosteronismus zeigten die Zellen der Tiere beider Gruppen
mit Gap1-KO nach Ruhe eine gleich hohe Kalziumtransientenamplitude. Sie
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Abbildung 3.3: Typische Kalziumtransienten der murinen ventrikuldren Kardio-

myozyten der Gay/Gay1-KO-Tiere, gemessen mit dem Quotienten der Fura-2 Fluo-

reszenzen ( 5((5,))3;2) an den Zellen von: (A) Tieren ohne Hyperaldosteronismus und

(B) Tieren mit Hyperaldosteronismus

zeigten zudem eine hohere Kalziumtransientenamplitude als die Zellen der
Wildtyptiere und als die Zellen der Ga,-KO-Tiere. Die Zellen der Ga,-KO-
Tiere hatten zudem eine niedrigere Kalziumtransientenamplitude als die Zel-
len der Wildtyptiere.

Die Kalziumtransientenamplituden der Tiere mit Gay,-KO waren, im Fall
der Transienten wahrend der Gleichgewichtsstimulation, niedriger als die
der Wildtyptiere. Wiederum hatten die Zellen der Tiere ohne Ga;i-Protein
gleich hohe Kalziumtransientenamplituden und zeigten gegeniiber den Zellen
der Ga,-KO-Tiere und der Wildtyptiere eine erhéhte Kalziumtransienten-
amplitude.

Nach Ruhe und mit Hyperaldosteronismus zeigten die Zellen der Tiere mit

einem KEinzel-KO keine signifikanten Unterschiede in der Kalziumtransien-
tenamplitude. Jedoch waren die Kalziumtransientenamplituden nach Ruhe
in den Zellen aller KO-Varianten erhoht gegeniiber denen in den Zellen der
Wildtyptiere. Auch zeigten die Zellen des Doppel-KO hohere Kalziumtran-
sientenamplituden nach Ruhe als die Zellen der Tiere mit einem einzelnen
KO.
Wiéhrend der Gleichgewichtsstimulation waren wiederum, wie ohne Hyperal-
dosteronismus, alle Kalziumtransientenamplituden der Zellen der KO-Tiere
héher als die der Wildtyptiere. Von den Zellen der Tiere mit einem KO hat-
ten die mit dem Goa,~-KO die niedrigsten Kalziumtransientenamplituden und
die Zellen der Tiere mit dem Ge,/Gay1-KO die héchsten.
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Wildtyp Ga, -KO Ga,-KO  Go/Ga,,-KO
Erste Amplitude Amplitude wahrend Gleichgewichtsstimulation
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Abbildung 3.4: Statistische Analyse der Kalziumtransientenamplituden durch
elektrische Stimulation (A) nach Ruhe (B) wihrend der Gleichgewichtsstimulation,
an murinen ventrikuldren Kardiomyozyten mit und ohne Hyperaldosteronismus,
alle Anderungen bis auf die gekennzeichneten waren signifikant

Anderung der Kalziumtransientenamplituden der unterschiedli-
chen Genotypen durch den Einfluss des Hyperaldosteronismus

Anhand der, in Abbildung 3.4 gezeigten, statistisch aufbereiteten Amplitu-
denwerten der Kalziumtransienten, lasst sich ablesen, dass durch Hyperal-
dosteronismus die Kalziumtransientenamplituden nach Ruhe in den Zellen
der Wildtyptiere abnahmen und in den Zellen der Goa,-KO-Tiere zunah-
men. Dahingegen dnderte der Hyperaldosteronismus bei den Zellen Gayq-
und Gea,/Gaq;-KO-Tieren nichts an der Kalziumtransientenamplitude nach
Ruhe.

Wiéhrend der Gleichgewichtsstimulation rief der Hyperaldosteronismus kei-
ne Verdanderung der Kalziumtransientenamplitude bei den Zellen der Tiere
mit Ga,-KO hervor. Dahingegen kam es in den Zellen der Doppel-KO-Tiere
zu einem Anstieg der Kalziumtransientenamplitude. Bei den Ventrikelzellen
der Wildtyp- sowie Gay;-KO-Tiere kam es hingegen zu einer Abnahme der
Kalziumtransientenamplitude.

Aufgrund der grofsen Ungenauigkeit bei der Bestimmung des Parameters
CTD80 nach Ruhe werden im Folgenden nur die Daten wéhrend der Gleich-
gewichtsstimulation genauer analysiert.
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Wildtyp Gocq-KO Ga, -KO Ga /Ga,,-KO
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Abbildung 3.5: Statistische Analyse der CTD80-Zeiten bei murinen ventrikuldren
Kardiomyozyten ohne und mit Hyperaldosteronismus, wihrend der Gleichgewichts-
stimulation, alle signifikanten Anderungen wurden gekennzeichnet

3.1.2 CTD80-Zeit Anderungen

Anderung der CTD80-Zeit in Abhingigkeit vom Genotyp der un-
tersuchten Tiere

Die Myozyten der KO-Tiere hatten signifikant kiirzere CTD80-Zeiten als die
Zellen der Wildtyptiere (Signifikanzen a, b und c¢). Die CTD80-Zeiten in den
Zellen aller drei KO-Gruppen waren nicht signifikant unterschiedlich.

Mit Hyperaldosteronismus zeigten die Zellen der Gay;- und der Ga,-KO-
Tiere gleich lange CTD80-Zeiten wie die Zellen der Wildtyptiere. Die Zellen
der Ga,-KO-Tiere zeigten signifikant kiirzere als CTD80-Zeiten als die Zellen
der drei anderen Genotypen (Signifikanzen d, e und f).

Anderung der CTD80-Zeit der unterschiedlichen Genotypen durch
den Einfluss des Hyperaldosteronismus

An den CTDS80O-Daten in Abbildung 3.5 ist abzulesen, dass die Zellen der
Gayp- und der Gy, /Gagy-KO-Tiere durch den Hyperaldosteronismus signifi-
kant ldngere CTD80-Zeiten hatten (Signifikanzen h und g). Dahingegen kam
es bei den Zellen der Wiltyp- und Go,-KO-Tiere zu keinen Veranderung der
CTD8O0-Zeiten.
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Wildtyp Gocq-KO Ga, -KO Ga /Ga,,-KO
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Abbildung 3.6: Statistische Analyse der basalen Kalziumkonzentration von muri-
nen ventrikuldren Kardiomyozyten ohne und mit Hyperaldosteronismus. (A) nach
Ruhe (B) withrend der Gleichgewichtsstimulation, alle nicht signifikanten Anderun-
gen wurden gekennzeichnet

3.1.3 Anderungen der basalen Kalziumkonzentration

Anderung der basalen Kalziumkonzentration in Abhingigkeit vom
Genotyp der untersuchten Tiere

Die Kalziumkonzentrationen in den Zellen der KO-Tiere mit Implantat-
Attrappe waren nach Ruhe hoher als in den Zellen der Wildtyptiere. Von
den Zellen der KO-Tiere hatten die Zellen der Gay;-KO-Tiere die nied-
rigste basale Kalziumkonzentration nach Ruhe. Die Zellen der Go,-und der
Gay,y/Gaqp-KO-Tiere hatten nach Ruhe die gleichen basalen Kalziumkonzen-
trationen.

Die Zellen der Ga,-KO-Tiere mit Aldosteronpumpe hatten niedrigere basale
Kalziumkonzentration als die Zellen der Wildtyptiere mit Aldosteronpum-
pe. Die Zellen der Gayq- und der Ga,/Ga1-KO-Tiere mit Aldosteronpumpe
hatten eine héhere basale Kalziumkozentrtion als die Zellen der Wildtyptiere
mit Aldosteronpumpe. Die Zellen der Doppel-KO-Tiere hatten die héchsten
basalen Kalziumkonzentrationen aller Tiere mit Aldosteronpumpe.
Wiéhrend der Gleichgewichtsstimulation galten genau die gleichen Relatio-
nen wie nach Rubhe.
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Anderung der basalen Kalziumkonzentration der unterschiedlichen
Genotypen durch den Einfluss des Hyperaldosteronismus

Durch den Hyperaldosteronismus wurden die basalen Kalziumkonzentratio-
nen bei den Zellen der Ga,-KO-Tiere gesenkt. Die Zellen aller anderen Ge-
notypen wiesen durch den Hyperaldosteronismus eine héhere Kalziumkon-
zentration auf. Wiederum galten diese Relationen sowohl nach Ruhe als auch
wahrend der Gleichgewichtsstimulation.
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3.2 Zwei-Photonen-Photolyse

3.2.1 Ergebnisse der Simulationen

In diesem Abschnitt werden die Ergebnisse der Simulation der Zwei-Pho-
tonen-Photolyse bei variierender Laserpulsrate prisentiert. Zum besseren
Verstandnis der Ergebnisse der Simulation sollte beachtet werden, dass Glei-
chung 2.10 mittels Division durch ¢y normierbar ist. Somit werden die Kon-
zentrationen der Kafigsubstanz und der freigesetzten Substanz in den fol-
genden Graphen normiert auf die Ausgangskonzentration der Kéfigsubstanz
angegeben, welche im spéteren Experiment variieren kann. Die in den Si-
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Abbildung 3.7: Simulation des Konzentrationsverlaufs (A) von DMNP und (B)
des freigesetzten Kalziums in der Fokusebene bei 15 ms Photolyse und 10 ms Dif-
fusion nach Photolyse mit 90 MHz und 90 mW Leistung, (C) Zeitverlauf der Kon-
zentrationen im Laserfokus, (D) Profil von [Ca?*](r) bei [Ca®*t]max

mulationen verwendeten Leistungen sind die mittleren Leistungen des Pho-
tolyselasers an der Probe. Um die Vermutungen beziiglich des Abbaus der
Kafigsubstanz im Fokus zu bestéitigen, wurde zuerst eine Simulation mit
90 mW Leistung und 90 MHz Pulsrate durchgefiihrt. Des Weiteren sollte
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beachtet werden, dass die angegebene Konzentration des Kalziums nicht die
Gesamtkonzentration darstellt, sondern nur die durch die Photolyse freige-
setzte Konzentration. Die gesamte freie Kalziumkonzentration kommt (in
einem realen Experiment) durch die vor dem Experiment eingestellte freie
Kalziumkonzentration, sowie freie Kalziumpuffer und die durch Photolyse
freigesetzte Kalziumkonzentration, zu Stande. Die Simulation diente jedoch
dem Zweck, die Effizienz der Photolyse bei variierender Laserpulsfrequenz zu
analysieren und fiir die jeweilige Kéfigsubstanz zu optimieren. Eine Simula-
tion fiir ein komplexeres zelldhnliches System (mit zusétzlichen Kalziumpuf-
fern, inhomogener Kalziumkonzentrationen durch Kompartimentalisierung
und anisotroper Diffusion) hétte einen Umfang, der den hier gesteckten Rah-
men weit {iberschreiten wiirde.

Das Ergebnis der Simulation, abgebildet in Grafik 3.7 zeigt, dass die Freiset-
zung, aufgrund des Abbaus der Kéfigsubstanz im Fokus (siehe Teile A und C
der Abbildung), nicht mehr linear sondern asymptotisch steigt (siehe Teile B
und C der Abbildung). Abbildung 3.7 D zeigt das Profil der Konzentration
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Abbildung 3.8: Simulationen der Photolyse bei 15 ms Photolysedauer, 10 ms
Diffusion nach Photolyse, bei 90 MHz/25 mW sowie bei 4,5 MHz/90 mW: (A) Zeit-
verlauf von [DMNP] und [Ca?T] im Fokus, (B) Profil von [C'a?*] bei [Ca?T],q0 bei
Freisetzung aus DMNP (C) Zeitverlauf von [NDBF-EGTA] und [Ca?*] im Fokus,
(D) Profil von [Ca?*](r) bei [Ca®**],qx bei Freisetzung aus NDBF-EGTA
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des freigesetzten Kalziums zum Zeitpunkt der Spitze der Kalziumkonzentra-
tion. An diesem Profil ist zu erkennen, dass die Halbwertsbreite mehr als
2 pum betragt.

Um nicht Simulationen mit Laserleistungen und Photolysezeiten durchzu-
fithren, die die Herzmuskelzellen wie in Abbildung 3.19 gezeigt, massiv sché-
digen wiirden, wurden Tests mit Zellen durchgefiihrt (Daten nicht in dieser
Arbeit), um Grenzwerte fiir diese Parameter zu finden. Die in den anschlie-
fsenden Simulationen verwendeten Werte wurden so gewéhlt, dass eine Sché-
digung der Zellen ausgeschlossen werden konnte. Die ersten Simulationen,
zur Optimierung der Experimente, wurden zudem unter der Voraussetzung
durchgefiihrt, dass die minimale Pulszuglinge durch die Offnungszeit des
Verschlusssystems beschréankt war, welches, wie in Abschnitt 2.2.5 bereits
erwahnt, keine kiirzeren Zeiten als 15 ms erlaubte.

Die Abbildungen 3.9 A und B zeigen die Simulation des Konzentrationsver-
laufs von DMNP und Kalzium bei einer Photolyse mit 90 MHz und 25 mW
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Abbildung 3.9: Simulationen des Konzentrationsverlaufs bei Photolyse mit
15 ms Photolysedauer und 10 ms Diffusion nach Photolyse; (A) von DMNP
bei 90 MHz/25 mW, (B) von Ca?" bei 90 MHz/25 mW; (C) von [DMNP]| bei
4,5 MHz/90 mW (D) von Ca?* bei 4,5 MHz/90 mW
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Leistung. Zum Vergleich sind in den Abbildungen 3.9 C und D die Konzen-
trationsverldufe bei Photoyse mit 4,5 MHz und 90 mW Leistung zu sehen.
In den Abbildungen 3.8 A und B auf Seite 62 ist der Vergleich der Kon-
zentrationsverlaufe und der Konzentrationsprofile bei unterschiedlichen La-
serpulsraten dargestellt. An dem Profil des Kalziumkonzentrationsmaxiums
in Abbildung 3.8 B ist zu sehen, dass die Halbwertsbreite der Freisetzung
schon auf 2 pm angewachsen war. Bei 90 MHz konnte das Kalzium nicht
so weit diffundieren wie bei 4,5 MHz, jedoch war auch in diesem Fall der
Radius mit erhchter Kalziumkonzentration grofser als der Fokus der Zwei-
Photonen-Photolyse von ca. 460 nm.

Die intrinsichen Eigenschaften der zu photolysierenden Substanz, wie Quan-
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Abbildung 3.10: Simulationen des Konzentrationsverlaufs bei Photolyse mit
15 ms Photolysedauer und 10 ms Diffusion nach Photolyse, (A) von NDBF-EGTA
bei 90 MHz/25 mW, (B) von Ca?* bei 90 MHz/25 mW (C) von NDBF-EGTA bei
4,5 MHz/90 mW, (D) von Ca?* bei 4,5 MHz/90 mW

teneffizienz und Absorptionsquerschnitt, beeinflussen immens die Photoly-
serate (siehe Gleichung 1.3). Um zu untersuchen, wie sich der Einfluss der
verdnderlichen Laserpulsrate bei einer Kéfigsubstanz auswirkt, die deutlich
hoheren intrinsischen Parameterwerte als den besitzt als DMNP , wurde auch
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dies in einer Simulationen untersucht. Die Ergebnisse der Simulationen mit
den Parametern von Nitrodibenzofuran (NDBF)-EGTA (siche hierzu auch
Tabelle 2.2 auf Seite 40) sind in Abbildung 3.10 dargestellt. Abbildung 3.10
A und B zeigen die Kalziumkonzentrationsverlaufe bei 90 MHz Laserpulsra-
te und 25 mW Leistung. In Abbildung 3.10 C und D wurde mit 4,5 MHz und
90 mW simuliert. Wie anhand 3.8 C zu sehen ist, wird der Fokus viel schneller
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Abbildung 3.11: Simulation der Photolyse in der Fokusebene wihrend 6,7 ms
bei einer Pulszuglinge von 1000 Pulsen mit 90 MHz und 25 mW Leistung: (A)
[DMNP] (B) [Ca?*] (C) [IDMNP] und [Ca?*] aufgetragen gegen die Zeit (D) Profil
von [Ca?*](r) bei [Ca*t]mazx

sgeleert* als es mit DMNP (3.8 A) der Fall ist. Es kommt sogar zu einem Ma-
ximum in der Kalziumkonzentration durch Freisetzung. Die Konzentrationen
des freigesetzten Kalziums bei 90 MHz und 4,5 MHz sind vergleichbar, jedoch
hat die Kalziumkonzentration bei der Photolyse mit 4,5 MHz noch nicht ihr
Maximum erreicht wie bei 90 MHz. Wie Anhand der Abbildung 3.8 B und
D zu sehen ist, kam es infolge der schnelleren und héheren Freisetzung des
Kalziums auch zu einer grofseren Halbwertsbreite des Kalziumkonzentrati-
onsprofils bei maximaler Kalziumkonzentration. Obige Simulationen fiihrten
dazu, dass der experimentelle Aufbau neu gestaltet wurde. Wie in Abschnitt
2.2.5 beschrieben, kam ein Arbitrarpulsgenerator zum Einsatz, um mittels
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Abbildung 3.12: Simulation der Photolyse in der Fokusebene wihrend 6,7 ms
mit 1000 Pulsen: (A) [DMNP] bei 90 MHz/25 mW (B) [Ca?*] bei 90 MHz/25 mW
(C) DMNP bei 4,5 MHz/90 mW, (D) [Ca®*] bei 4,5 MHz/90 mW (E) [DMNP]
und [Ca®*] aufgetragen gegen die Zeit (F) Profile von [Ca?T](r) bei [Ca®T]max
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definierter Pulszahlen Photolyse zu betreiben. Um die Simulationen diesen
neuen Gegebenheiten anzupassen, wurden in der Folge deutlich kiirzere Pho-
tolysezeiten, Pulsziige von nur 1000 Pulsen, simuliert. So sollte der Einfluss
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Abbildung 3.13: Simulation der Photolyse in der Fokusebene wahrend 6,7 ms
bei einer Pulszuglinge von 1000 Pulsen mit 90 MHz und 25 mW Leistung: (A)
[NDBF-EGTA] (B) [Ca?T] (C) INDBF-EGTA| und [Ca?*] aufgetragen gegen die
Zeit (D) Profil von [Ca?T](r) bei [Ca*t]max

der Diffusion auf die Konzentrationsverteilung minimiert werden. Die Simu-
lationsergebnisse mit kurzen Pulsziigen von nur 1000 Pulsen bei 4,5 MHz
und 6 MHz (Abbildung 3.12) zeigten, dass eine hohere Pulsrate bei gleicher
Laserleistung eine grofsere Amplitude der Freisetzung zur Folge hatte. Wie
fiir die 15 ms Pulsziige, wurden auch fiir 1000 Pulse Simulationen beziiglich
NDBF-EGTA durchgefiihrt und der Einfluss der intrinsischen Parameter
untersucht. Die Abbildungen 3.13 und 3.14 zeigen wiederum, dass eine ho-
here Rate bei gleicher Leistung eine grofere Menge an Kalzium freisetzt.
Zudem wird erneut gezeigt, dass eine hohere Laserpulsrate eine geringere
Halbwertsbreite des Kalziumkonzentrationsprofils bewirkt.
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Abbildung 3.14: Simulation der Photolyse in der Fokusebene wihrend 6,7 ms
mit 1000 Pulsen: (A) [NDBF-EGTA| bei 90 MHz/25 mW (B) [Ca?*] bei
90 MHz/25 mW (C) [NDBF-EGTA| bei 4,5 MHz/90 mW, (D) [Ca®*] bei
4,5 MHz/90 mW (E) [DMNP] und [Ca?"] aufgetragen gegen die Zeit (F) Profi-
le von [Ca?*](r) bei [Ca*T]maz
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3.2.2 Justage des Systems

Im Verlauf der Arbeit kam es zu diversen Umbauten des Versuchsaufbaus,
da sich herausstellte, dass die Photolyse nicht stabil war. Der urspriingli-
che Aufbau des Zwei-Photonen-Photolyse Systems wurde in Kapitel 2 nicht
diskutiert. Jedoch ist es sinnvoll im Folgenden einige der Erkenntnisse, die
zu einem Umbau des System in den Zustand, wie es auf Seite 26 abgebildet
ist fithrten, festzuhalten. Der urspriingliche Aufbau ist in Abbildung 3.15

. Mikroskop
Justage Bild Linienabtaster Justage-
Laser/ Linse  Yanus Aperturen
Objektiv, < / N\ M2
D2 D1 | ] ]

/4 wuistari — 1
Konfokaleinheit | |
Dispersions-

EMCCD- kompensator
Kameras t
y Autokorrelator M1

Ti:Saphir | Pulspicker
Laser

Abbildung 3.15: Die Skizze zeigt den Aufbau zur Photolyse, wie er urspriinglich
angelegt war, im Vergleich zum Aufbau der im Folgenden beschriebenen Versuche
existierte hier zusétzlich ein Linienabtaster, zudem wurde der Dispersionskompen-
sator ausgetauscht. Die vorgenommenen Verdinderungen brachten eine Stabilisie-
rung der Photolyse mit sich

skizziert. Drei Bauteile wurden identifiziert, die sich als problematisch fiir
die Photolyse erwiesen. Zwei der Teile, Scankopf und Dispersionskompensa-
tor, machten einen Umbau notwendig. Das dritte Bauteil, der Pulse Picker,
war essentiell fiir die Photolyse mittels einer defnierten Zahl an Pulsen und
konnte somit nicht ausgetauscht oder entfernt werden.

Linienabtaster

Die Ausrichtung, des Linienabtasters Yanus 3 von TILL Photonics und der
damit verbundenen Linse, musste frei per Hand vorgenommen werden. Die
optische Achse des Mikroskops war zudem an dem Eingang, durch den der
Photolyselaser eingekoppelt wurde, nicht markiert. Somit war die Kopplung
des freien Laserstrahls in die optische Achse des Mikroskops nicht exakt zu
gewahrleisten. Ein Problem, das in Zusammenhang mit der Konstruktions-
weise des Yanus 3 steht, ist, dass eine Verschiebung des Linienabtasters in
horizontaler Richtung eine vertikale Parallelverschiebung des Laserstrahls
zur Folge hatte. Somit brachte eine Drehung des Yanus 3 immer auch eine
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vertikale Anderung des Strahlengangs mit sich, welche ausgeglichen werden
musste. Der Versuch, einen in den Objektivrevolver geschraubten Dioden-
laser in umgekehrter Richtung zum Markieren der optischen Achse zu ver-
wenden, brachte eine Besserung der Einkopplung mit sich. Jedoch war die
Justageprozedur dufserst aufwendig. Erst musste der Scankopf entfernt wer-
den, um die Halterung auszurichten. Dann wurde der Scanner angebracht
und zwei Aperturen vor dem Scanner ausgerichtet. Als Letztes wurde der
TiSa Laserstrahl auf diese Aperturen ausgerichtet. Die Ausrichtung der Lin-
sen, so dass der Laserstrahl diese mittig passierte, war zudem nie perfekt.
Dies fiithrte zu einigen weiteren Problemen. Musste die Linse zur Aufweitung
verschoben werden, so wurde es notwendig, danach eine erneute Ausrichtung
des gesamten Spiegelsystems durchzufiihren. Um dies zu umgehen (und da
der Linienabtaster ohne eine funktionstiichtige Photolyse keinen Zweck er-
filllte) wurde beschlossen, den Linienabtaster aus dem System zu entfernen.
Dies fithrte in der Folge zu einer erheblichen Steigerung der Stabilitdt der
Versuche.

Dispersionskompensator

Lange Zeit wurde ein in unserem Labor modifizierter Dispersionskompen-
sator verwendet. Die Modifikation und die im Kompensator verwendeten
Spiegel (& 0,5 Zoll) machten es schwierig, einen Laserstrahl durch das Pris-
menpaar zu koppeln. Infolgedessen machten leichte Strahlwegénderungen
vor dem Kompensator eine komplette neue Justage, auf die Aperturen vor
dem Mikroskop, notwendig. Der Wechsel auf den APE Dispersionskompen-
sator steigerte die Stabilitdt erheblich.

Pulspicker

Eine wichtige Beobachtung bei der Justage war, dass der Laserstrahl nach
passieren des Pulspickers kein Gaussprofil mehr aufwies. Der Strahlquer-
schnitt wurde durch die im Pulspicker verwendeten Hohlspiegel elliptisch,
was jedoch nur im aufgeweiteten Zustand sichtbar wurde. Damit einherge-
hend hatte der Laser auch zwei unterschiedliche Divergenzen fiir die beiden
Symmetrieachsen des Strahlprofils. Ohne den Pulspicker im Strahlengang
behielt der Laser auch im aufgeweiteten Zustand seine Ausgangsform bei.
Dieser Umstand erschwerte die Justage auf Aperturen, da es notwendig wur-
de, fiir eine exakte Ausrichtung, die Transmission durch die teils geschlossene
Irisblende als Mafs zu verwenden. Zusétzlich erschwert wurde die Justage des
gesamten Systems durch kleine Lagednderungen des Laserstrahls bei Wech-
sel der Wellenlénge.
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3.2.3 Messungen zur Parfokalitat

Um die optimale Einkopplung zu gewéhrleisten, musste der Laser auf die
Aperturen des in den Objektivrevolver eingeschraubten Linsentubus ausge-
richtet werden. Dies erfolgte mittels der beiden beweglich gelagerten Spie-
gel zwischen Teleskop und Mikroskop, mit deren Hilfe abwechselnd auf die
jeweilige Apertur justiert wurde. Zur Kontrolle diente die mittels Laser-
leistungsmessgerét gemessene Leistung bei zu 1/3 geschlossener Apertur.
Danach wurde die Parfokalitdt mittels der beweglichen Linse in dem Ka-
figsystem eingestellt. Um die optimale Position zu gewahrleisten, mussten
die aparenten Fokusgrofen in x-, y-, und z-Richtung ermittelt werden. Die
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Abbildung 3.16: Die Bilder zeigen die aufgenommene Fluoreszenz beim Uber-
streichen der Grenzschicht von Fluoreszeinlosung zu Glas. In (A) ist zu sehen, dass
der Laser entsprechend der unterschiedlichen Divergenzen, die durch die Deformie-
rung im Puls Picker entstehen, zwei Foki aufweist. In (B) ist dies auch sichtbar,
jedoch mit deutlich geringerem Abstand der Foki in Richtung der optischen Achse

Messungen zum ermitteln der optimalen Bild-Linsen-Position, mittels Uber-
streichen der Grenze zwischen Glas und Fluoreszein, ergaben in z-Richtung,
bei nicht optimaler Justage, hiaufig Graphen wie sie in Abbildung 3.16 A zu
sehen sind. Dabei ist zu erkennen, dass es mehrere Maxima gab. Dies deutet
darauf hin, dass mehrere Foki gemessen wurden. Abbildung 3.16 B stellt
die Fluoreszenz bei besserer Justage dar, zeigt jedoch ebenfalls zwei Foki
wenn auch mit deutlich geringerem Abstand. Falls zwei Maxima erkennbar
waren, wurden mittels Regression zwei Fokuslédngen bestimmt und anschlie-
fsend addiert, um die Gesamtlénge des Fokus in z-Richtung zu bestimmen.
Die Foki in x- und y-Richtung wurden mittels einfacher Gauss-Regression
bestimmt. Die Ergebnisse der Messungen zur Parfokalitat in Abhéngigkeit
von der Position der Bild-Linse, sind in Abbildung 3.17 zu finden. Zu be-
achten ist in diesem Zusammenhang, dass die so bestimmeten Foki nicht die
reale Fokusgrofse wiedergeben. Zum einen wird bei der Detektion der reale
Fokus mit der PSF der Konfokaleinheit, im mathematischen Sinne, gefaltet.



KAPITEL 3. ERGEBNISSE 72

Zum anderen kann in der wassrigen Losung das angeregte Fluoreszein frei
diffundieren.
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Abbildung 3.17: Mittels Gauss-Regression angenéherte Fokusgréfien, angegeben
ist der Wert 20 fiir die volle Fokusbreite, der sichtbar grofere Fehler bei -10 mm
bis -4 mm ist auf doppelte Foki zuriickzufithren

3.2.4 Sattigung der Fluoreszenz
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Abbildung 3.18: Photolyse von CMNB-caged Fluoreszein in 2,5% (w/v) Agarose-
Gel. Es ist zu sehen, dass die Spitze zu Beginn der Photolyse nur reproduziert
werden kann wenn dem System Zeit zur Relaxation gegeben wird

Die endliche Diffusionsrate in einem realen Medium bedingt, dass die pho-
tolysierten Molekiile nicht instantan durch solche aus der Umgebung ersetzt
werden. Bei geringen Photolyseraten konnte dieser Effekt unter Umstanden
so klein sein, dass er nicht mit einer Photolysedauer im ms Bereich nachweis-
bar war. Eine reduzierte freie Weglédnge zum Verkleinern der Diffusionsge-
schwindigkeit, zum Beispiel in einem Agarose-Gel, konnte diesen Effekt der
Verknappung der Kafigmolekiile im Fokus verstirken. Um die Hypothese,
dass es im Fokus zu einer Verknappung der Kéfigsubstanz kam, zu unter-
mauern, wurde ein Experiment mit verringerter Diffusion durchgefiihrt.
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Dazu wurde in einem 2,5% (w/v) Agarose-Gel, Fluoreszein mittels Zwei-
Photonen-Photolyse aus einem CMNB-Kifig freigesetzt. In Abbildung 3.18
ist die detektierte Emission gegen die Zeit aufgetragen. Die Fluoreszenz stieg
dabei in den ersten Millisekunden stark an, um dann auf ein Gleichgewichts-
niveau abzusinken. Nach Abschalten des Lasers, sank die Fluoreszenz wieder
auf das Hintergrundniveau. Wurde der gepulste Laser nur kurz abgeschaltet
(<1s), so stieg die Fluoreszenz nach dem Wiedereinschalten erneut, diesmal
jedoch ohne das schnelle Maximum am Anfang. Hatte das System mindes-
tens 5 s Zeit bis zum Wiedereinschalten der Photolyse, so konnte die Spitze
reproduziert werden.

3.2.5 Zellschadigung in Abhangigkeit von der Laser-
pulsrate

Zu Beginn dieses Abschnittes soll anhand Abbildung 3.19 verdeutlicht wer-
den, welche Schiaden 45 mW mittlere Laserleistung an einer Zelle, bei 90 MHz
Repetitionsrate, verursachten. Dies gibt einen guten Eindruck davon, wie
stark die negativen Auswirkungen des Lasers, durch Verringerung der Puls-
rate, abgemildert werden konnten.

Wie in Abschnitt 2.2.7 auf Seite 33 erlautert, dienten Experimente an Zellen
einer HEK-Zelllinie und Kardiomyozyten zur Evaluation der Schadigung bei
Variation der Laserpulsfrequenz.

Die Fluo-4 beladenen HEK-Zellen wurden dabei 50 Laserpulsziigen von
100 ms Lange im Abstand von 1 s ausgesetzt. Zum einen konnte die Zelle,
durch die Beladung mit Fluo-4, im Fluoreszenzbild sichtbar gemacht wer-
den, und zum anderen war die Fluorszenz des Fluo-4 ein Indikator fiir die
Kalziumkonzentration in der Zelle. Bei einem Schaden an der Zellmembran
durch den Laser konnte so einstrémendes Kalzium detektiert werden. Durch
die Fluoreszenz des Fluo-4 konnten aber auch Deformationen innerhalb der
Zelle, wie in Abbildung Abbildung 3.20 A gezeigt, nachgewiesen werden.
In Abbildung 3.20 B ist die mittlere Zahl der Pulse aufgetragen, nach denen
die Zellen eine sichtbare Deformation zeigten. Der Median der Pulszahl bis
zu einer Deformation war bei 4,5 MHz 16, bei einer Pulsrate von 1,1 MHz
war der Median 50. Da jedoch nur 50 Pulse aufgenommen wurden, kam der
Wahrscheinlichkeit, mit der eine Deformation auftratt, mehr Bedeutung zu.
Bei einer Pickrate von 1 zu 20, also 4,5 MHz, erfolgte eine Deformation mit
60% Wahrscheinlichkeit vor dem fiinfzigsten Puls, bei 1,1 MHz kam es in nur
ca. 8% der Fille zu einer solchen Deformation. Die Datenerhebung beziiglich
des Fluoreszenzanstiegs des Fluo-4 durch einstromendes Kalzium, ergab kei-
ne signifikanten Unterschiede zwischen beiden Repetitionsraten. Sowohl bei
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Photolyselaserfokus
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Abbildung 3.19: Die Bilder zeigen die aufgenommene Fluoreszenz von (A) Fluo-4
und (B) MitoTracker®Red bei Schiadigung der Zelle durch 45 mW Laserleistung an
der Probe bei 90 MHz und 20 ms Offnungszeit des Verschlusssystems, die Bildrate
betrug 20 Hz
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Abbildung 3.20: (A) Deformation innerhalb einer HEK-Zelle durch den 15ten
Laserpulszug von 100 ms Lénge bei 4,5 MHz mit 1 mW mittlerer Leistung an der
Zelle, (B) Einfluss der Pulsfrequenz auf die Wechselwirkung der Laserpulseziige
mit der Zelle. Aufgetragen ist der Median mit Interquartilsabstand der Zahl der
Pulsziige, bis diese eine Deformation in der Zelle, wie in (A) gezeigt, verursachten.
Der Median war einem Mann-Whitney-Test zufolge signifikant unterschiedlich
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4.5 MHz als auch bei 1,1 MHz kam es in 8 von 20 Féllen zu einem Ansteigen
der zytosolischen Kalziumkonzentration.

Des Weiteren wurden, wie in Abschnitt 2.2.7 beschrieben, Versuche mit ven-
trikuldren Kardiomyozyten von Ratten unternommen, deren Mitochondrien
mit MitoTracker®Red beladen wurden. In Abbildung 3.21 ist die gemittelte
Fluoreszenz aus mehreren Versuchen gegen die Zeit aufgetragen. Zu sehen
ist, dass bei gleicher Spitzenleistung mit 250 kHz und mit 1,1 MHz die Fluo-
reszenz fast gleich stark abnahm, obwohl bei 1,1 MHz 4mal soviele Pulse die
Probe erreichten wie mit 250 kHz. Abbildung 3.21 C zeigt zum Vergleich die
Abnahme der Fluoreszenz bei 90 MHz mit 1/13 der Spitzenleistung. Hierbei
war fast keine Abnahme der Fluoreszenz zu beobachten. Die unterschiedlich
hohen und breiten Spitzen in der 2-Photonen angeregten Fluoreszenz kamen
dadurch zustande, dass das Verschlusssystem des Lasers und die Kamera
nicht explizit synchronisiert waren.
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Abbildung 3.21: Einfluss der Pulsfrequenz auf die Abnahme der Fluoreszenz
innerhalb der Mitchondrien von ventrikuldren Kardiomyozyten aus Rattenherzen,
mit einer Laserpulsrate von (A) 250 kHz, (B) 1,1 MHz bei gleicher Spitzenleistung
und (C) 90 MHz bei 1/13 Spitzenleistung von (A) und (B)

3.2.6 Einfluss der Laserpulsrate auf die Photolyse

Die Ergebnisse aus den Simulationen in Abschnitt 3.2.1 waren ausschlag-
gebend dafiir, weitere Untersuchungen mit hohen (90 MHz) und niedrigen
(1,1 MHz) Pulsraten in Zellen durchzufithren. Dazu wurden HEK-Zellen
mittels Mikro-Pipette mit einer 3 mM NPE-HPTS Losung beladen (siehe
Abschnitt 2.2.7). Da beabsichtigt war, den Auswirkungen einer modulier-
ten Laserpulsrate bei starkem Einfluss der Diffusion zu eruieren, wurde eine
lange Pulszugldnge von 100 ms gewahlt. Die Laserleistung bei 90 MHz La-
serpuslrate betrug 10 mW an der Probe, bei 1.1 MHz wurde eine mittlere
Leistung von rund 1 mW verwendet. Verglichen wurde die mittlere Freiset-
zung in 9 Zellen ;um Unterschiede in der Beladung und der Lokalisierung der
Freisetzung auszugleichen. Zur Demonstration ist in Abbildung 3.22 eine sol-
che Freisetzung in einer HEK-Zelle zu sehen. Die Aufnahmerate der Kamera
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Abbildung 3.22: Freisetzung von HPTS aus NPE-caged HPTS in HEK-Zelle mit
Fluoreszenz von freigesetztem HPTS, die Leistung an der Probe betrug 1 mW,
die Pulszuglénge betrug 100 ms bei 1,1 MHz Laserpulsrate. Angeregt wurde das
HPTS bei 491 nm mit ca. 1 mW. Um die Zelle deutlich hervorzuheben, wurde diese
im ersten Bild weiff umrandet, eine Mittelung aus 9 Spuren und die statistische
Analyse ist in Abbildung 3.23 zu finden

betrug 20 Hz. Wie in Abbildung 3.23 zu sehen ist, waren beide Fluoreszenz-
Verldufe fast identisch. Eine statistische Analyse der Daten zeigte, bis auf

zwei Messpunkte vor Durchfithrung der Photolyse, keine singinfikanten Un-
terschiede.
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Abbildung 3.23: Verglichen wird hier die Fluoreszenz von HPTS in je 9 HEK-
Zellen nach der Freisetzung durch Zwei-Photonen-Photolyse bei 1,1 MHz Laser-
pulsrate und 1 mW mittlerer Leistung an der Probe sowie bei 90 MHz mit 20 mW.
Die Daten wurden statistisch iiberpriift und alle signifikant unterschiedlichen Mess-
punkte markiert
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3.2.7 Photolyse mittels definierter Laserpulszahl

Die Simulationen aus Abschnitt 3.2.1 zeigten, dass bei Photolysezeiten von
15 ms die Halbwertsbreite der Kalziumkonzentrationsspitze durch Zwei-Pho-
tonen-Photolysemehr als 2 pm durchmaf. In Experimenten, die der Karto-
graphierung von Rezeptorclustern dienten, war somit die rdumliche Auflo-
sung auf diesen Wert begrenzt. Der Fokus der 2-Photonen-Photolyse im beu-
gungsbegrenzten Fall war jedoch, bei 730 nm Laserwellenlédnge und bei einer
numerischen Apertur von 1,49, kleiner als 490 nm. Fiir diese Diskrepanz ist
die Diffusion der angeregten Kéafigsubstanz und des Kalziums verantwortlich.
Aus diesem Grund wurde, wie in Abschnitt 2.2.5 beschrieben, eine Methode
entwickelt, um mit Hilfe des Pulsepickers eine definierte Zahl an Laserpul-
sen zur Photolyse zu verwenden. Um diese neue Methode zur Steuerung der
Pulsziige mit der alten Methode mittels Verschlusssytem zu vergleichen, er-
folgte ein Versuch mit CMNB-caged Fluoreszein in Agarose-Gel. Abbildung
3.24 zeigt, dass trotz gleicher Bedingungen in 4 Féllen eine jeweils andere
Freisetzung gemessen werden konnte. Dies war bedingt dadurch, dass die
Bildakquise nicht explitzit mit dem Start der Photolyse synchronisiert war.
Auch mit gepickten Pulsen kam es zu einem Mangel an Kéfigsubstanz im Fo-
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Abbildung 3.24: Fluoreszenz von Fluoreszein nach Freisetzung aus CMNB-caged
Fluoreszein im Agarose-Gel. Die Steuerung des Pulszuges zur Photolyse erfolgte
bei den Graphen a,b und c¢ durch das mechanische Verschlusssystem. Im Falle
des schwarzen Graphen wurde der Pulszug mittels des Pulspickers und des daran
gekoppelten Arbitrarpulsgenerators gesteuert

kus des Photolyselasers, wie Abbildung 3.25 zeigt. In Grafik 3.25 A wird der
Fluoreszenzverlauf von Fluoreszein dargestellt. Dabei wurden jeweils 1000
Laserpuls, mit 6 MHz, zwischen den aufgenommenen Bildern, bei einer Ak-
quisitionsrate von 45 Hz, zur Photolyse von CMNB-caged Fluoreszein ver-
wendet. Es kam nach ca. 50000 Pulsen, siehe bei 5 ms, zu einem Maximum
und anschliefend zu einer Abnahme der Fluoreszenz auf ein niedrigeres Ni-
veau. Grafik 3.25 B zeigt zudem, dass es auch bei 1,8 s Pause zwischen
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Pulsziigen mit 30000 Pulsen zu einem Mangel an Kéfigsubstanz im Fokus
des Photolyselasers kam, da die Fluoreszenzmaxima sukzessive abnahmen.
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Abbildung 3.25: Fluoreszenz von Fluoreszein nach Photolyse mittels definierter
Pulszahlen von CMNB-caged Fluoreszein im Agarose-Gel. (A) die Photolyse er-
folgte mit 1000 Laserpulsen nach jedem Bild, das von der Kamera aufgenommen
wurde. Zu erkennen ist, dass die Fluoreszenz nach bei ca. 5 s ein Maximum hat-
te. (B) die Photolyse erfolgte mit 30000 Laserpulsen nach jedem 80sten Bild, hier
nahmen die Maxima der Fluoreszenz ab

Um alle Vorteile der durch den Pulspicker gesteuerten Photolyse auszunut-
zen war es notwendig, die Photolysedauer, den Zeitpunkt der Photolyse und
die Bildakquise der Kamera aufeinander abzustimmen. Durch die Synchro-
nisation von Belichtungszeit und Photolyse, mittels des Auslosesignals der
Kamera und der Verzogerung, konnte gewiahrleistet werden, dass durch den
Photolyselaser entstandene TPEF nicht mehr von der Kamera detektiert
werden konnte (siehe auch Abbildung 3.26) und dass die Photolyse immer
zum gleichen Zeitpunkt der Bildakquise aufgenommen wurde. Somit konnte
sichergestellt werden, dass bei gleicher Photolyse auch gleich hohe Maxima
gemessen werden konnten.

Bei der Zwei-Photonen-Photolyse kam es im Allgemeinen auch zu TPEF,
welche die exakte Bestimmung der Freisetzung storte und nur durch auf-
wendige zusatzliche Messungen und Berechnungen in den Messdaten iden-
tifiziert werden konnte. In Abbildung 3.26 wird gezeigt, dass die ,/Totzeit"
der Kamera (wie in Abschnitt 2.2.5 erldutert) nutzbar war, um zu photo-
lysieren. Abbildung 3.26 A prasentiert ein Experiment, bei dem mit Kalzi-
um beladenes DMNP photolysiert wurde. Das freigesetzte Kalzium wurde
durch die Fluoreszenz von 25 M Fluo-4 sichtbar gemacht. Die 500 Laser-
pulse zur Photolyse lagen zeitlich zwischen den Aufnahmen bei 0 s und
6,9 s. Die Leistung des Lasers betrug an der Probe dabei 3 mW, bei 6 MHz
und 715 nm. Wurde wie in Abbildung 3.26 B, der Anregungslaser (491 nm)
fiir das Fluo-4 abgeschaltet, konnte keine Fluoreszenz oberhalb des Rau-
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schens der Kamera detektiert werden. Eine TPEF von Fluo-4 war somit
nicht messbar und das Artefakt, welches in der Regel durch TPEF in den
Aufnahmen mit Zwei-Photonen-Photolyse sichtbar war, konnte verhindert
werden. Abbildung 3.26 C zeigt die Fluoreszenz im Photolyselaserfokus, der
beiden Aufnahmen aus A und B, aufgetragen gegen die Zeit. Zum Einstellen

A Photolyse mit 500 Laserpulsen C 1,49 Photolyse mit — 491nm Laser an
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Abbildung 3.26: (A) Fluoreszenz von Fluo-4 bei der Photolyse mittels 500 La-
serpulsen von mit Kalzium beladenem DMNP. Die Fluoreszenz wurde angeregt bei
491 nm. Die Photolyselaserleistung betrug 3 mW an der Probe bei 6 MHz Pho-
tolyselaserpulsrate. (B) zeigt die Photolyse unter den gleichen Bedingungen ohne
491 nm Anregung des Fluo-4. Es ist keine TPEF messbar. Dies zeigte, dass die
Photolyse in der , Totzeit“ der Kamera durchgefiihrt wurde. (C) zeigt den Verlauf
der Fluoreszenz in den beiden Auswerteregionen die in (A) und (B) markiert sind

der richtigen Verzogerung sollte die Kamera auf eine hohe Photoelektronen-
Verstarkung (EM-gain) eingestellt sein. Des Weiteren wurden meist mehrere
der Detektorpixel integriert (4x4 oder 8x8). Es war zudem hilfreich, eine ho-
he Leistung des gepulsten Lasers zu verwenden, um die Fluoreszenz einer
schon geringen Zahl an Laserpulsen (50-100) mit der Kamera detektieren zu
konnen. Zudem konnte eine hohe Konzentration des Fluoreszenzfarbstoffes
gewihlt werden.

Die Moglichkeit der Photolyse mit hoher Pulsenergie (ca. 500 nJ dies ent-
spricht 3 mW Durchschnittsleistung bei 6 MHz) und niedriger Laserpulsrate
(<6 MHz) bei kurzen Pulsziigen (<5000 Pulse) wurde durch die Fluoreszenz
von Fluo-4, bei der Freisetzung von Kalzium aus DMNP, mit Pulsziigen
von 25, 50, 250, 500, 1000 und 2000 Pulsen, in einem Agarose-Gel (2 Mas-
senprozent) untersucht. Hierzu wurden je 10 Messungen gemittelt. Wie in
Abbildung 3.27 A zu sehen ist, konnte das durch 50 Laserpulse freigesetzte
Kalzium gut detektiert werden. Diese Freisetzung war in ein bis zwei Bildern
nach der Photolyse zu detektieren. Dies bedeutet, dass eine nur 8,3 us lange
Photolyse hinreichend viel Kalzium freisetzte, um dieses mittels Fluo4 iiber
13,4 s hinweg zu detektieren. Verwendet wurde eine Konzentration von 3
mM DMNP und eine Photolyselaserleistung von ca. 5 mW an der Probe, bei
715 nm und 6 MHz Repititionsrate. Die Akquisitionsrate der Kamera betrug
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145 Hz bei 2 ms Belichtungszeit und einer elektronen multiplizierden Ver-
starkung von 200. In Abbildung 3.27 B ist die Fluoreszenzamplitude gegen
die Zahl der Pulse aufgetragen. Es gab bei Pulsziigen bis 2000 Laserpulse
eine lineare Abhéngigkeit der Fluoreszenz von der Laserpulszahl.

Um zu demonstrieren, dass eine Freisetzung mit einer definierten Zahl an
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Abbildung 3.27: Einfluss der Pulszahl auf die Zwei-Photonen-Photolyse. Vergli-
chen wird hier die Fluoreszenz von Fluo-4 in Losung nach der Freisetzung von Kal-
zium aus DMNP durch Zwei-Photonen-Photolyse aus 10 gemittelten Messungen.
(A) Fluoreszenz aufgetragen gegen die Zeit. (B) Amplitude aufgetragen gegen die
Laserpulszahl. Die lineare Abhéngigkeit der Fluoreszenzamplitude von der Pulszahl
wird durch die lineare Regression verdeutlicht
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Abbildung 3.28: Fluoreszenz von Fluoreszein nach der Photolyse von CMNB-
caged Fluoreszein in einer ventrikuldren Herzmuskelzelle einer Ratte. (A) stellt den
Fluoreszenzverlauf in den in (B) markierten Auswerteregionen dar In (B) ist zu
beobachten, dass der Farbstoff nach der Freietzung anisotrop verteilt war und nur
wenig diffundierte; Zur Photolyse wurden 5000 Pulse bei 715 nm mit 6 MHz und
6 mW mittlerer Leistung verwendet. Die Bildwiederholungsrate betrug 145 Hz bei
2 ms Belichtungszeit

Fluoreszenz F/F
v

Photolyselaserpulsen auch in Zellen moglich war, wurden ventrikulére Kar-
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diomyozyten von Ratten, mit der in Abschnitt 2.2.7 beschriebenen Methode,
permeabilisiert. Die extrazellulare Losung enthielt zusétzlich 3 mM CMNB-
caged Fluoreszein. In Grafik 3.28 A ist gezeigt, wie der zeitliche Verlauf der
Freisetzung aussah. In Abbildung 3.28 B sind einige Bilder der Freisetzung in
der Zelle zu sehen. Zu erkennen ist, dass die Fluoreszenz nur schwach abnahm
und anisotrop diffundierte. Dies ldsst darauf schlieffen, dass das freigsetzte
Fluoreszein durch Zellorganellen an der freien Diffusion gehindert wurde.

3.2.8 Zwei-Photonen-Photolyse von DM-Nitrophen in
permeabilisierten ventrikularen Kardiomyozyten

Permeabilisieren der ventrikularen Herzmuskelzellen

Das Permeabilisieren der Herzmuskelzellen, mit DMNP als Kalziumpuffer,
stellte sich als sehr anspruchsvoll heraus. So konnte es zu unterschiedlichen
Zeitpunkten des Permeabilisierungsprozesses zu einem plotzlichen Abster-
ben samtlicher Zellen kommen. Im Folgenden wird zusammengefasst, welche
Punkte fiir das erfolgreiche Permeabilisieren der Herzmuskelzellen, zu beach-
ten waren. Der Prozess des Permeabilisierens war in drei Schritte unterteilt.

e Equilibrieren: Die erste Losung depolarisierte die Zellen durch die hohe
Kaliumkonzentration. Dies sorgte dafiir, dass die L-Typ-Kalziumkanéle
permanent geoffnet wurden. Durch die in der Zelle gestiegene Kalzi-
umkonzentration wurde in der Folge die Kalziumbeladung des SR re-
duziert. Dies erfolgte durch einen Kalziumausstrom aus dem SR iiber
die RyR. Die verwendete Losung konnte iiber mehrere Tage im Kiihl-
schrank gelagert werden, ohne dass es zu einer signifikanten Verschlech-
terung der Uberlebensrate der Zellen beim Equilibrieren kam. Aus Rat-
tenherzen isolierte ventrikuldre Myozyten konnten bis zum dritten Tag
der in vitro Kultivierung verwendet werden. Am vierten Tag nach der
Isolation lag der Anteil der Zellen, die diesen ersten Schritt nicht iiber-
lebten, zwischen 60% und 70%. Dies fiihrte dazu, dass nur max. 10
Zellen fiir die weiteren Schritte zur Verfligung standen. Diese Zellzahl
war zu gering, da auch die weiteren Schritte das Risiko bargen, dass
die Zellen abstarben.

e Permeabilisieren: Bei diesem Schritt wurde der intrazellularen Losung
Saponin beigegeben und die Zellen ca. 40 s damit inkubiert. Danach
wurde der Uberstand abgenommen und die Zellen mit reiner intrazellu-
larer Losung superfundiert. Die verwendete intra cellular (IC)-Losung
sollte nach der Herstellung aliquotiert und tiefgefroren werden, da sie
neben ATP auch Phosphokreatin di-Natrium Salz enthielt, welches
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sich bei Raumtemperatur zersetzt. Somit sollte immer nur soviel 1C
aufgetaut werden wie verbraucht wurde. Ein maximal 2maliges Auf-
tauen kann empfohlen werden. Bei haufigerem Wiederverwenden kann
es zum Absterben der Zellen durch die IC-Lésung kommen. Durch
welche Prozesse genau sich die IC-Losungen verénderten, wurde nicht
untersucht.

Sollten die Zellen dennoch in diesem Schritt abgestorben sein, so konn-
te dies manchmal am Permeabilisieren mit Hilfe des Saponins liegen.
Da die Zellisolation, wie schon beschrieben, auch eine Einfluss auf die
Integritat der Zellmembran hatte. Es konnte vorkommen, dass auch
40 s eine zu lange Zeit zum Permeabilisieren war und die Zelle so
apoptotisch wurde. Die Saponin Stammlosung konnte 4-5 Wochen ver-
wendet und in dieser Zeit 15-20mal aufgetaut werden, ohne dass dies
einen merklichen Einfluss auf das Permeabilisieren der Zellen oder
deren Uberlebensrate hatte. Nach dieser Zeit wurde die aliquotierte
Stammlosung gewechselt und eine neuere Stammlosung verwendet.

e Zellen in DMNP-Losung mit fixierter Kalziumkonzentration geben:
Vor diesem Schritt musste die Konzentration der Ca?" Ionen in der
Losung eingestellt werden. Hierzu empfahl es sich, die genaue Konzen-
tration mittels eines Fura-2 Protokolls zu messen und gegebenenfalls
weiteres Kalzium zuzugeben, bis die Losung eine Konzentration von
ca. 100 nm freien Kalziums aufwies. DM-Nitrophen konnte in einer
Stammlosung {iber mehrere Wochen bei -20°C gelagert werden. Mes-
sungen der Konzentration des DMNP mittels Absorptionsspektrosko-
pie zu Beginn und nach 1-2 Monaten mit mehrmaligem Auftauen und
Einfrieren zeigten jedoch, dass die Konzentration auf 2/3 des ersten
Wertes abgesunken war. Zudem konnte eine DMNP /IC-Mischung nur
so lange verwendet werden, wie es oben fiir die reine IC beschrieben
wurde. Zum FEinstellen der Kalziumkonzentration durften immer nur
kleine Mengen an Kalzium zugegeben werden. Dies war bedingt durch
den niedrigen Ky von DMNP (4,5 nM) und den hohen verwendeten
Endkonzentration von DMNP (3 mM). Dies bedingte, dass kleine An-
derungen der Konzentration des gesamten Kalziums (z.B. zwischen
2.9 mM und 3 mM) relativ grofe Anderungen der Konzentration des
freien Kalziums (von ca. 300 nM auf 100 pM) bewirkten (siehe hierzu
auch Abbildung 3.29 A).

Kalibrierung der Kalziumkonzentration mittels Fura-2

Bei Fura-2 Kalibrierungsmessungen stellte sich heraus, dass die gemessenen
Konzentrationen an freiem Kalzium nicht den berechneten Konzentratio-
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Abbildung 3.29: (A) Berechnete DMNP-Séttigung. Gezeigt ist, wie sich der An-
teil an ungebundenem DMNP bei einer Zugabe von Kalzium verhielt und wie viel
freies Kalzium vorhanden war. Die Berechnung wurde angefertigt auf der Grundla-
ge dass die Losung 3 mM DMNP enthielt. (B) gemessene DMNP Konzentrationen
in Stammlosungen. Die Werte zeigen die mittels Absorptionsspektroskopie gemes-
senen DMNP-Konzentationen der Stammlosungen. Angesetzt wurden die Losungen
mit einer Zielkonzentration von 50 mM, die HPLC-Messungen der Hersteller gaben
eine Reinheit von mindestens 95% an, Losungen a und b entstammen der gleichen
StammlGsung einer Lieferung von Lifetchnologies wobei a bei -20°C gelagert und
b mehrfach aufgetaut und wieder eingefroren wurde. Losungen ¢ und d entstam-
men zwei Lieferung von Merck Chemicals, e, es, e3 sind drei Mischungen aus einer
zeitnahen Lieferung DMNP des gleichen Herstellers

nen laut des Mischungsverhéltnisses entsprachen. Die grofen Abweichungen
liefen sich nicht durch Verunreinigungen der anderen Chemikalien mit Kalzi-
um erkldren. In Tabelle 3.1 sind die Mischungsverhaltnisse, die berechneten
Kalziumkonzentrationen und die gemessenen Kalziumkonzentrationen fest-
gehalten. Da die gemessenen Kalziumkonzentrationen im Grenzbereich der
mit Fura-2 messbaren Werte lagen, entsprachen diese eher groben Angaben
der Grofenordnung. Die Hersteller gaben einen mittels HPLC gemessenen
Reinheitsgrad von iiber 99% fiir die gelieferten DMNP Chargen an. Auch

Tabelle 3.1: Kalziumkonzentrationen in IC Lésungen

[DMNP]/[Ca] | berechnete [Ca*"| [nm] | gemessene [Ca*"| [nm]
2,401/2,305 120 ca. 5000
2,401/2,305 120 ca. 3000
2,401,/1,730 2 ca. 2

Faas et al. [42] stellten Abweichungen der Konzentration von DMNP in den
Stammlosungen fest. Dies fiihrten sie auf die gelieferten Mengen DMNP
zuriick. Daher wurde die Konzentration des Kéfigmolekiils in wassriger Lo-
sung (pH-Wert 7,1) mittels Absorptionsspektroskopie (350 nm Wellenlénge)
bestimmt. Nach [71] hat DMNP unter diesen Bedingungen einen Absorpti-
onskoeffizienten von (4330 M~'em™!). Die gemessenen Konzentrationswerte
von Stammlosungen verschiedener Lieferungen und unterschiedlicher Lager-



KAPITEL 3. ERGEBNISSE 84

zeiten werden in Abbildung 3.29 B gezeigt. Die Konzentration des DMNP
nahm dabei mit zunehmender Lagerzeit und Zahl der Auftauvorgidnge ab.
Es wurde zur Kontrolle der in Abbildung 3.29 B gemessenen Konzentra-
tionen eine Messung mit Fura-2 durchgefiihrt. Hierfiir wurde eine Losung
angesetzt, deren freie Kalziumkonzentration der Berechnung nach (bei der
die gemessenen DMNP-Konzentrationen verwendet wurden) 59 mM betrug.
Dahingegen ergab die Messung mit Fura-2 eine freie Kalziumkonzentration
von 81 nM.

3.3 Fluoreszenzlebensdauer-Bildgebung

3.3.1 Validierung des Systems

Zum Validieren des Systems und um zukiinftige Messungen vorzubereiten,
wurden verschiedene Messungen der IRF vorgenommen. Eine Messmethode
verwendet den Laser direkt. Dazu reflektierte ein Spiegel den Laser, welcher
dann von den APDs gemessen wurde. Bei dieser Methode ist mit Sorgfalt
darauf zu achten die Intensitét des Laserstrahls zu Beginn ausreichend (um
6-8 Grofenordnungen) abzuschwéchen, da eine zu hohe Leistung des Lasers
die APDs schédigen kann. Die so gemessene IRF ist in Abbildung 3.30 A
dargestellt. Ein Nachteil dieser Methode war jedoch, dass jede Reflektion
des Laserstrahls im optischen System sichtbar wurde. Da diese Reflektionen
jedoch erst nach 17 ns an den APDs ankamen, sind diese in Abbildung 3.30
nicht zu sehen.

Des Weiteren konnte die Fluoreszenz eines Farbstoffes (in diesem Fall Rose
Bengal) mit extrem kurzer Lebensdauer («100 ps) zum Bestimmen der IRF
verwendet werden. Durch drei 532 nm Langpass-Filter vor den APDs wur-
de verhindert, dass Reflektionen des Lasers weitere Maxima lieferten. Eine
Abbildung der so gemessenen IRF ist in 3.30 B zu sehen.

Die positionsabhéngige Messung der IRF ergab, dass die Anregung am lin-
ken Bildrand ca. 100 ps vor dem rechten Bildrand erfolgte. Eine Abbildung
der Fluoreszenz zu verschiedenen Zeitpunkten ist in Abbildung 3.30 C zu
finden. Zusétzlich zeigt 3.30 D zum Vergleich den Verlauf der Fluoreszenz-
lebensdauerkurven vom linken und rechten Bildrand.

Um die gemessen Fluoreszenzlebensdauern zu validieren, bot es sich an, die
Fluoreszenzlebensdauer eines Stoffes zu messen, dessen Fluoreszenz unter
verschiedenen Bedingungen gut erforscht oder sehr stabil war. Hierfiir war
Fluoreszein ein idealer Kandidat. Da sich seine Fluoreszenzlebensdauer in
Abhéngigkeit von dem pH-Wert veréndert [130], konnten die Fluoreszenzle-
bensdauern mittels des separat gemessenen pH-Wertes abgeglichen werden.
Sjoback et al. [130] konnten zeigen, dass Fluoreszein je nach Deprotonierung
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Abbildung 3.30: Messungen der Instrumentenfunktionen. (A) IRF die mittels der
Reflektion des Lasers gemessen wurde. (B) IRF durch messen der Fluoreszenz von
Rose Bengal. (C) Zu sehen ist die ortsabhingige Fluoreszenz von Rose Bengal zu
verschiedenen Zeiten nach der Anregung mittels eines Laserpulses. (D) Vergleich
der Verldufe der Fluoreszenzlebensdauerkurven von Rose Bengal am linken und
rechten Bildrand (erstellt aus den Aufnahmen von (C)). Zu erkennen ist, dass die
am linken Bildrand gemessene IRF sich von der am rechten Bildrand unterschied

eine andere Fluoreszenzlebensdauer besitzt. Das Anion hat eine Lebensdau-
er von 3 ns wihrend das Dianion eine Fluoreszenzlebensdauer von 4,1 ns
aufweist. Das Anion von Fluoreszein hat einen pK von 4,31, das Dianion ein
pK von 6.43.

Abbildung 3.31 A zeigt die Fluoreszenzlebensdauerkurve einer 100 mM wéiss-
rigen Fluoreszeinlosung bei einem pH-Wert von 7,3. Abbildung 3.31 B zeigt
weitere, bei unterschiedlichen pH-Werten ermittelte, Fluoreszenzlebensdau-
ern. Die verwendete Regression mittles einer Hillschen-Kurve ergab, dass
der obere Wert der Hillschen-Kurve, welcher der Fluoreszenzlebensdauer
des Dianion entsprechen sollte, 3,981+0,0121 ns war. Der untere Wert der
Hillschen-Kurve, welcher der Lebensdauer des Anions entsprechen sollte, be-
trugt laut Regression 3.3254+1.533. Eine weitere Méglichkeit, die gemessene
Lebensdauer zu validieren war mit Hilfe einer Cumarin 6 Losung (50 pM)
in reinem Ethanol. Cumarin 6 hat unter dieser Bedingung eine Fluoreszenz-
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Abbildung 3.31: (A) Fluoreszenzlebensdauerkurve von Fluoreszein Dextran
MW10000 in einer 100 mM wiéssrigen Losung bei einem pH von 7.3 mit expo-
nentieller Regression und verwendeter IRF. (B) pH-Wert abhéingige Fluoreszenzle-
bensdauer von Fluoreszein Dextran MW10000 bei einer Konzentration von 100 mM
mit Regression einer Dosis-Wirkungs-Kurve

lebensdauer von ca. 2,5 ns [135]|. Die Lebensdauerkurve, die exponentielle
Regression und die verwendete IRF sind in Abbildung 3.32 zu finden, wo-
bei die Regression dreier Messungen im Mittel eine Zerfallskonstante von
2,553 ns ergab.
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Abbildung 3.32: Fluoreszenzlebensdauerkurve von Cumarin 6 (50 #M in Ethanol)
gemessen bei einer Anregung mit 443 nm, exponentielle Regression die mittels der
IRF in der Software Symphotime erstellt wurde

Fluoreszenzlebensdauer Kalibration mit Fura Red”

Kalzium ist ein ubiquitdrer Botenstoff in allen Zellen [12] so auch in Ery-
throzyten [18]. Die Messung von absoluten Kalziumkonzentrationen ist somit
wichtig fiir das Verstdndnis physiologischer und pathologischer Abléufe in
roten Blutkorperchen. Aufgrund des in den Erythozyten in hohen Konzen-
trationen vorhandenen Hamoglobins (ca. 35% (m/m) eines Erythrozyten),
welches ein sehr breites Absorptiosspektrum (sieche Abbildung 3.33) besitzt,
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Abbildung 3.33: Absorptionspektrum von Hamoglobin im sauerstoffgesdttigten
und sauerstofffreien Zustand (von der Webseite des Oregon Medical Laser Center,
http://omlc.ogi.edu/spectra/hemoglobin/, zuletzt eingesehen am 17.01.2014)

war die Messung der absoluten Kalziumkonzentration mittels ratiometri-
scher Kalziumsensoren (wie zum Beispiel Fura-2 oder Indo 1) schwierig.
Dies war zum einen dadurch bedingt, dass die gebrauchlichsten ratiometri-
schen Kalziumsensoren ihre primére Absorption im UV-Bereich haben, in
dem auch Hamoglobin die stéirkste Absorption zeigt. Dariiber hinaus ent-
wickelt dieses induzierte Autofluoreszenz durch UV-Absorption. Zum an-
deren ist die Absorption von Hédmoglobin im griinen Spektrum noch sehr
stark, in dem viele Kalziumsensoren ihre Emission haben. Eine Moglich-
keit eine Fluoreszenzintensitats-basierte Messung der Kalziumkonzentration
vorzunehmen wiirde der rote ratiometrische Kalziumsensor Fura Red? bie-
ten. Die Absorptionsswellenlingen fiir Fura Red”™ sind jedoch 420 nm und
480 nm, wodurch das Anregungslicht stark vom Hamoglobin absorbiert wer-
den wiirde. Zudem hat Fura Red”™ eine sehr niedrige Quanteneffizienz, so
dass nur ein geringer Teil des absorbierten Lichts zu einer Emission von
Fluoreszenz fiihrt. Beides erschwert die Messung der Kalziumkonzentrati-
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Abbildung 3.34: (A) Spektren der Fura-2 Fluoreszenz der Kalibrierungslosungen.
Die Intensitidten wurden auf den isosbestischen Punkt normiert. (B) Kalziumkon-
zentration der extrazellularen Kalibrierungslosungen ermittelt aus den Intensitaten
der Messungen aus (A)
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on mittels der Intensitdt der Emission. Nicht an Kalzium gebundenes Fura
Red™ besitzt ein Absorptionsspektrum mit dem Maximum bei 480 nm. Die-
ses iiberschneidet sich zum Teil mit dem Anregungsspektrum des Kalzium-
gebundenen Fura Red”™ mit einem Maximum bei 420 nm (siche hierzu
auch die Spektren auf Seite 44). Fiir diesen Wellenlédngenbereich Stand ein
480/10 nm Bandpass zur Verfiigung, um mittels des Superkontinuum-Lasers
sowohl die Kalzium-gebundenen als auch die nicht an Kalzium gebundenen
Fura Red”™ Molekiile anzuregen. Dies war unerlisslich, um die Fluores-
zenzlebensdauer der ungebundenen und Kalzium-gebundenen Fura Red?™
Molekiile parallel zu messen, da beide gleichzeitig angeregt werden mussten.
Fura Red”™ emitiert im Wellenldngenbereich zwischen 600 nm und 700 nm.
Der Emissionsfilter vor der APD, ein 580 nm LP, ermdglichte die gleichzei-
tige Detektion beider Emissionen.

Zur Kalibrierung der Fluoreszenzlebensdauer in Abhéngigkeit von der Kal-
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Abbildung 3.35: Fluoreszenzlebensdauern von Fura Red”™ in Erythrozyten aus
zweifach exponentieller Regression (zu sehen in Abbildung 3.36 A-K). (A) kiirzere
Lebensdauern von Fura Red”™ in mit Ionomycin permeabilisierten Erythrozyten,
aufgetragen gegen die Kalziumkonzentration der extrazelluliren Losung. (B) lan-
gere Lebensdauern von Fura Red”™ in mit Ionomycin permeabilisierten Erythro-
zyten, aufgetragen gegen die Kalziumkonzentration der extrazelluldren Losung

ziumkonzentration wurden, wie in Abschnitt 2.3.6 beschrieben, Losungen
mit definierten Kalziumkonzentraionen benétigt. Die Kalziumkonzentratio-
nen wurden mittels Fura-2 und einem Fluoreszenzspektrometer gemessen.
Die Spektren dieser Fura-2 Messungen sind in Abbildung 3.34 A zu sehen.
Die Analyse der Spektren ergab die Kalziumkonzentrationen der Losungen
zur Kalibration. Diese sind in Abbildung 3.34 A dargestellt. Zu erkennen
ist, dass die Kalziumkonzentration in den Losungen 1 bis 8 einfach exponen-
tiell anstieg. Losung 9 hatte eine hohere Kalziumkonzentration, welche im
Grenzbereich dessen liegt, was mittels Fura-2 gemessen werden kann. Somit
konnte diese Losung nur verwendet werden, um eine Tendenz der Fluores-
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zenzlebensdauer unter Einfluss von 1M bis 10pM Kalzium zu ermitteln.
Die Fluoreszenzlebensdauerkurven der mit Fura Red” beladenen Erythro-
zyten in den Kalibrierungslosungen sind in Abbildung 3.36 zu finden. Die

A B C

1 — IRF — IRF 1 — IRF

— Fluoreszenz — Fluoreszenz
—— Regression

—— Fluoreszenz
—— Regression

o

—— Regression

Fluoreszenz [F/F, ]
Fluoreszenz [FIF, ]
o
2
Fluoreszenz [F/F ]

0,001

Zeit[ns] Zeit[ns] Zeit[ns]

! — IRF ! — RF ! — RF
— Fluoreszenz
— Fluoreszenz

g0, — Regression
Regression gl

— Fluoreszenz
— Regression

e Ay 41t g

Fluoreszenz [F/F ]
Fluoreszenz [FIF,, ]

10 10
Zeit[ns] Zeit[ns] Zeit[ns]
1 — IRF 1 — IRF 1 — RF

— Fluoreszenz — Fluoreszenz —_ —— Fluoreszenz
3 — Regression 301 —— Regression w01 — Regression
u w =
[ [y N
N N s
c g o
@ <
o b3 g
4 j S
] S =2
El El [
[ [

1 5 10
Zeit[ns] Zeit[ns] Zeit[ns]

1 — RF 1 — IRF
— Fluoreszenz — Fluoreszenz

o

— Regression — Regression

0,01

Fluoreszenz [F/F ]
Fluoreszenz [F/F__]

5 10 10
Zeit[ns] Zeit[ns]

Abbildung 3.36: Fluoreszenzlebensdauerkurven von Fura Red”™ in mit Ionomy-
zin permeabilisierten Erythrozyten bei einer Konzentration an freiem Kalzium von
(A) 0 nM; (B) 17,7 nM; (C) 30,7 nM; (D) 59,6 nM; (E) 84,8 nM; (F) 131,5 nM;
(G) 173,2 nM; (H) 299,0 nM; (I) 617,5 nM; (J) 4,700 M und (K) 27,6 xM in der

extrazellularen Losung

Ergebnisse der Regressionen mittels eines zweifachen exponentiellen Zerfalls
sind in den Abbildung 3.35 A und B zusammengefasst. Fiir die Lebensdauer
war eine Hill-Kurve in Abhingigkeit vom K; von Fura Red”™ in den Ery-
throzyten abhing. Jedoch ergaben sich bei den Regressionen mit dem K,
und den vorliegen Daten immer y? mit Werten weit iiber 10. Solch hohe x?
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kommen vor, wenn die Modellierungsfunktion fiir die Daten ungeeignet ist.
Es wurde des Weiteren eine lineare Funktion zur Regression verwendet, diese
ergab jedoch ebenfalls kein akzeptables y2. Dies kénnte im Falle der linge-
ren Fluoreszenzlebensdauer jedoch durch die grofe Varianz der Messung mit
Losung 4 verursacht worden sein.

3.3.2 Reevaluierung der Kalziumindikatoren

Nach der Messung der Fluoreszenzlebensdauer von Fura Red”™ wurden wei-

tere Kalziumindikatoren auf ihre Fluoreszenzlebensdauerdnderungen durch
das Binden an Kalzium untersucht. Dazu wurde fiir jeden Kalziumsensor
je eine Messung der Fluoreszenzlebensdauer bei einer Kalziumkonzentration
von 26 M Kalzium in der extrazelluldren Losung und mit 0 M Kalzium (so-
wie 10 mM EGTA) in der extrazellularen Losung durchgefiihrt. Alle Fluores-
zenzlebensdauern wurden in den folgenden Abschnitten unter Verwendung
zweier Exponentialfunktionen und mit der zuvor mit Hilfe von Rose Bengal
aufgezeichneten IRF angenihert. Zwischen den ersten Fura Red?™ Messun-
gen und diesen Experimenten wurde das FLIM-System neu justiert, sowie
die Kabel zwischen den APDs und dem Einzelphotonenzéahler erneuert. Aus
diesem Grund wurde auch Fura Red”™ erneut in die Messungen mit einbe-
zogen.

Fluo-8

Fluo-8 war unter den verwendeten Kalziumsensoren derjenige mit dem grofs-
ten dynamischen Bereich. Dadurch kam es bei den Messungen mit 26 yM
Kalziumkonzentration in der extrazellularen Losung zu Photonenzahlraten
im Bereich von 10° pro Sekunde an der APD. Somit war es notwendig,
die Leistung des Anregungslasers zu reduzieren, da es, wie in Abschnitt
1.3 beschrieben, durch hohe Zahlraten zu eine Verfalschung der gemesse-
nen Fluoreszenzlebensdauer kam. Fluo-8 zeigte dabei die hochste Intensitét
aller Indikatoren bei hoher Kalziumkonzentration. Die Anderung der linge-
ren der zwei Lebensdauern aus der Regression war von allen Farbstoffen am
starksten ausgeprigt, wie in Abbildung 3.37 zu sehen ist. Sie sank um 55%,
wihrend die kiirzere Fluoreszenzlebensdauer eine nur geringe Anderung von
4% zeigte. Da der Quotient der Amplituden aus langer und kurzer Fluores-
zenzlebensdauer einen weiteren Ansatz einer ratiometrischen Messung bot,
wurde er in Abbildung 3.37 E zusétzlich aufgezeigt. In Abbildung 3.37 F
sind einige mit Fluo-8 beladene Zellen bei einer Kalziumkonzentration von
0 M sowie 10 mM EGTA und in 3.37 G bei einer Kalziumkonzentration von
27 pM dargestellt.



KAPITEL 3. ERGEBNISSE 91

1 1 — IRF

—;é ﬁé — Fluoreszenz
w 01 w 01 — Regression
u, w

N N

£ 001 £ 0,01

N N

1] 1)

o o

S 0,001 S 0,001

= =

[TH [T

0,0001 = T T T 0,0001 T T T
0 5 10 15 0 5 10 15
Zeit[ns] Zeit[ns]
Z 0,100 Z 15 . 5% ’ B niedrig [Ca]
§ 0,095 § 1,31 o S22 B hoch [Ca?]
© s 1,1 <}
2 0,090 k- 19
2 2 09 8
o 0,085 2 07 216
@ o U 5 ]
~ 0,080 ~ 05 — £13
T T, < Amp /Amp,
160 2377
Photonen

.

1,19 ns
mittlere Lebensdauer
0.64 ns

Abbildung 3.37: Fluoreszenzlebensdauermessungen von Fluo-8 in Erythrozyten.
(A) Fluoreszenzlebensdauerkurve mit 10 mM EGTA und 0 M Kalzium und (B) mit
10 mM EGTA und 10 mM Kalzium bei einem pH-Wert von 7,35 mit Fluoreszenzsi-
gnal, Regression und bei der Regression verwendeter IRF. (C) kurze Fluoreszenzle-
bensdauer ohne eine signifikante Anderung. (D) lange Fluoreszenzlebensdauer mit
signifikanter Anderung. (E) Quotient der Amplituden der Lebensdauerkurven aus
der doppelt exponentiellen Regression mit signifikanter Anderung. Die Statistik
wurde mit je 4 Bildern zu je ca. 20 Zellen erstellt. (F) Bild der Fluoreszenzlebens-
dauer von Fluo-8 in Erythrozyten mit 10 mM EGTA und 0 M Kalzium und (G)
mit 10 mM Kalzium und 10 mM EGTA bei einem pH von 7,35
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Calcium Green™

Die Fluoreszenzlebensdauerkurven von Calcium Green”™ bei niedriger und
hoher Kalziumkonzentration sind in den Abbildungen 3.38 A und B zu fin-
den. Calcium Green™ zeigte nach Fluo-8 die zweithdchsten Zihlraten der
APD im Bereich von 7-10° Photonen pro Sekunde. Es war im Gegensatz zu
Fluo-8 nicht notwendig, die Anregungsleistung bei 27 uM Kalziumkonzen-
tration zu senken. Nach Asante Calcium Red zeigte Calcium Green™ die
zweitgrofite Anderung des Quotienten aus den Amplituden der Fluoreszenz-
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Abbildung 3.38: Fluoreszenzlebensdauermessungen von Calcium Green”™ in

Erythrozyten. (A) Fluoreszenzlebensdauerkurve mit 10 mM EGTA und 0 M Kal-
zium und (B) mit 10 mM EGTA und 10 mM Kalzium bei einem pH-Wert von 7.35
mit Fluoreszenzsignal, Regression und bei der Regression verwendeter IRF. (C)
kurze Fluoreszenzlebensdauer mit signifikanter Anderung. (D) lange Fluoreszenz-
lebensdauer ohne signifikante Anderung. (E) Quotient der Amplituden der Lebens-
dauerkurven aus der doppelt exponentiellen Regression mit signifikanter Anderung.
Die Statistik wurde mit je 4 Bildern zu je ca. 20 Zellen erstellt

lebensdauerkurven, welche mittels der doppelt exponentiellen Regression be-
stimmt wurden. Die signifikante Anderung des Quotienten der Amplituden
um 69% ist in Abbildung 3.38 E dargestellt. Die signifikante Anderung der
kurzen Fluoreszenzlebensdauer betrug 20% und ist in Abbildung 3.38 C zu
finden. Die lange Fluoreszenzlebensdauer in Abbildung 3.38 D zeigte keine
signifikante Anderung in Abhingigkeit von der Kalziumkonzentration.

Oregon Green488 BAPTA 2

Oregon Green®488 BAPTA 2 lieferte im Experiment eine niedrige Fluo-
reszenz bei niedriger Kalziumkonzentration. Aus diesem Grund zeigte die
Lebensdauerkurve stiarkere Fluktuationen der Zahlraten zwischen 5 ns und
15 ns als dies bei hoher Kalziumkonzentration der Fall war. Bei hoher Kal-
ziumkonzentration zeigte Oregon Green® BAPTA 2 jedoch Zahlraten im
Bereich von 5 - 105 Photonen pro Sekunde. Es zeigte zudem bei den in Gra-
fik 3.39 C, D und E dargestellten Werten kleinere Anderungen als Fluo-8
und Calcium Green” . Der Quotient aus den Amplituden der beiden Fluo-
reszenzlebensdauerkurven wurde von der niedrigen zur hohen Kalziumkon-
zentration um 31% kleiner (siehe hierzu Abbildung 3.39 E). Wahrend sich
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Abbildung 3.39: Fluoreszenzlebensdauermessungen von Oregon Green® BAPTA
2 in Erythrozyten. (A) Fluoreszenzlebensdauerkurve mit 10 mM EGTA und 0 M
Kalzium und (B) mit 10 mM EGTA und 10 mM Kalzium bei einem pH-Wert von
7.35 mit Fluoreszenzsignal, Regression und bei der Regression verwendeter IRF.
(C) kurze Fluoreszenzlebensdauer. (D) lange Fluoreszenzlebensdauer. (E) Quotient
der Amplituden der Lebensdauerkurven aus der doppelt exponentiellen Regression
mit signifikanter Anderung, die Statistik wurde mit 2 Bildern zu je ca. 20 Zellen
bei niedriger Kalziumkonzentration und mit 4 Bilder zu je ca. 20 Zellen bei hoher
Kalziumkonzentration erstellt

die kiirzere Fluoreszenzlebensdauer (wie in Abbildung 3.39 A zu schen ist)
um 18% &nderte, blieb die lange Lebensdauer (Abbildung 3.39 B) nahezu
konstant.

Calcium Orange™

Bei den Messungen mit niedriger Kalziumkonzentration ergab sich bei Cal-
cium Orange’™ eine Besonderheit. Bei nominell 0 M Kalzium waren, wie in
Abbildung 3.40 F zu sehen ist, zwei Populationen an Zellen erkennbar, die
sich in der dargestellten mittleren Fluoreszlebensdauer unterschieden. Einige
der Zellen mit der héheren mittleren Fluoreszenzlebensdauer sind rot, eini-
ge Zellen mit niedrigere mittleren Fluoreszenzlebensdauer blau umrandet.
Nach Kalziumerhohung blieb nur eine Population iibrig. Die kleinere Po-
pulation hatte eine kurze Fluorezenzlebensdauer von 360 ps und eine lange
Fluoreszenzlebensdauer von 2,52 ns. Die grofere Population hatte eine kurze
Fluoreszenzlebensdauer von 221 ps und eine lange Fluoreszenzlebensdauer
von 2.13 ns. Verglichen wurden in der Statistik die Fluoreszenzlebensdauern
der groferen Population bei niedriger Kalziumkonzentration mit den Fluo-
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Abbildung 3.40: Fluoreszenzlebensdauermessungen von Calcium Orange” Mf in
Erythrozyten. Da die Erythrozyten zwei Populationen aufwiesen, die sich durch die
Fluoreszenzlebensdauer des Calcium Oranges”™ in ihnen unterschieden, wurden
diese beiden Populationen im Folgenden getrennt behandelt. (A) Lebensdauerkur-
ve der groferen Population an Zellen mit 2,2 ns langer Fluoreszenzlebensdauer, (B)
Lebensdauerkurve der kleineren Population an Zellen mit 2,52 ns langer Fluores-
zenzlebensdauer mit jeweils 10 mM EGTA und 0 M Kalzium in der extrazelluldren
Losung und (C) Lebensdauerkurve mit 10 mM EGTA und 10 mM Kalzium in der
extrazelluldren Losung bei einem pH-Wert von 7.35, (D) kurze Fluoreszenzlebens-
dauern mit signifikanter Anderung, (E) lange Fluoreszenzlebensdauer mit signifi-
kanter Anderung, (F) Quotient der Amplituden der Lebensdauerkurven aus der
doppelt exponentiellen Regression mit signifikanter Anderung, (F) Bild der Fluo-
reszenzlebensdauer von Calcium Orange’™ in Erythrozyten mit 10 mM EGTA
ohne Kalzium und (G) mit 10 mM Kalzium und 10 mM EGTA bei einem pH von
7.35

reszenzlebensdauern bei hoher Konzentration. Dabei ergab sich, wie in Ab-
bildung 3.40 dargestellt, eine Anderung des Amplitudenquotienten in Hohe
von 265%, welches die grofite Anderung aller Kalziumindikatoren war. Die

kurze Fluoreszenzlebensdauer erhohte sich um 27%, die lange jedoch nur um
4,2%.
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Fura Red™

Fura Red”™ war einer von zwei in diesem Projekt verwendeten ratiometri-
schen Kalzium-Sensoren, deren Fluoreszenzlebensdauer untersucht wurde.
Aufgrund seiner niedrigen Quanteneffizienz wurde er in der doppelten Kon-
zentration (10 uM) zum Beladen der Zellen verwendet. Die Anderung der
kurzen und langen Fluoreszenzlebensdauer in Abbildung 3.41 betrug 5%,
beziehungsweise 12%. Der Quotient der Amplituden nahm um 17% ab.
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Abbildung 3.41: Fluoreszenzlebensdauermessungen von Fura Red”" in Erythro-
zyten, (A) Fluoreszenzlebensdauerkurve mit 10 mM EGTA und 0 M Kalzium und
(B) mit 10 mM EGTA und 10 mM Kalzium bei einem pH-Wert von 7.35 mit Fluo-
reszenzsignal, Regression und bei der Regression verwendeter IRF (C) kurze Fluo-
reszenzlebensdauer mit signifikanter Anderung (D) lange Fluoreszenzlebensdauer
(E) Quotient der Amplituden der Lebensdauerkurven aus der doppelt exponenti-
ellen Regression mit signifikanter Anderung, die Statistik wurde mit 4 Bildern zu
je ca. 20 Zellen erstellt

Asante Calcium Red

Die Fluoreszenz in den Zellen war niedrig, verglichen mit den im griinen
Spektrum emittierenden Farbstoffen. Die Zihlrate der APD lag bei 2 - 10°
Photonen pro Sekunde. Der Quotient der Amplituden der Fluoreszenzlebens-
dauerkurven in Grafik 3.42 F zeigte von allen Sensoren die grofite Abnahme
von niedriger zu hoher Kalziumkonzentration. Auch zeigte die kurze Fluo-
reszenzlebensdauer den grofiten Anstieg, sie verdoppelte sich von niedriger
zu hoher Kalziumkonzentration.
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Abbildung 3.42: Fluoreszenzlebensdauermessungen von Asante Calcium Red”™

in Erythrozyten. (A) Fluoreszenzlebensdauerkurve mit 10 mM EGTA und 0 M
Kalzium und (B) mit 10 mM EGTA und 10 mM Kalzium bei einem pH-Wert von
7.35 mit Fluoreszenzsignal, Regression und bei der Regression verwendeter IRF. (C)
kurze Fluoreszenzlebensdauer. (D) lange Fluoreszenzlebensdauer. (E) Quotient der
Amplituden der Lebensdauerkurven aus der doppelt exponentiellen Regression mit
signifikanter Anderung. Die Statistik wurde mit 3 Bildern zu je ca. 20 Zellen erstellt

Asante Calcium Near Infra Red

Die zum Beladen der Zellen verwendete Konzentration betrug 10 M. Jedoch
ware die Fluoreszenz so schwach, dass diese nicht von den APDs detektiert
werden konnte. In der Folge wurde keine Lebensdauern gemessen.

Calcium Crimson’™

Calcium Crimson” wurde in einer Konzentration von 2 uM zum Beladen

der Zellen verwendet. Es setzten sich jedoch nach der Deesterifizierung kei-
ne Zellen mehr auf den Deckgldasschen ab. Hierauthin wurde versucht mittels
Zentrifugieren der Zellsuspension die Erythrozyten abzutrennen. Dies ergab
schlieklich, dass sich keine intakten Erythrozyten mehr in der Suspension be-
fanden. Somit muss davon ausgegangen werden, dass Calcium Crimson”™
eine hamolytische Wirkung hat, und damit ungeeignet ist fiir die Bestim-
mung der Kalziumkonzentration in roten Blutkérperchen.
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Kapitel 4

Diskussion

4.1 Kalziumhomoostase in isolierten ventriku-
laren Kardiomyozyten unter dem Einfluss

eines Hyperaldosteronismus in Go,/Gay-
KO-Tieren

4.1.1 Anderungen der Kalziumtransientenamplitude in
isolierten ventrikularen Kardiomyozyten

Wie schon in Abschnitt 3.1 erwdahnt, kann die Messung der Kalziumhomoo-
stase in ventrikuldren Kardiomyozyten Aufschluss tiber mogliche Myopathi-
en geben [27, 62|. Muskelzellen kontrahieren stiarker, wenn hohere Ampli-
tuden der Kalziumkonzentration vorliegen, unter der Voraussetzung, dass
Troponin C eine konstante Sensitivitat fir Kalzium aufweist [13]. Eine stér-
kere Kontraktion der Muskelzellen bedingt, bei unverédndertem Verhéltnis
von Muskelzellen zu Kollagenfasern, eine hohere Kontraktilitdt. Einer hohe-
ren Kontraktilitdt des Herzens folgt, bei gleichem enddiastolischen Druck,
eine grofsere Auswurffraktion und folglich pumpt das Herz mehr Blut in den
grofen Kreislauf.

Durch Viatchenko-Karpinski et al. [148] konnte nach einer links ventriku-
larer Hypertrophie (die durch Isoproterenol sowie durch einen aortocavalen
Shunt hervorgerufen wurde) eine reduzierte Kalziumtransientenamplitude
der Herzzellen ermittelt werden. Dies wurde auch durch Forschungen von
Siri et al. [129] belegt. Sie konnten eine reduzierte Kalziumtransientenampli-
tude in Herzmuskelzellen aus hypertrophierten Herzen durch eine transverse
Aortenkonstriktion messen.
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Anderung der Kalziumtransientenamplituden in Abhéngigkeit vom
Genotyp der untersuchten Tiere

Zeigen die Herzmuskelzellen eine starkere Kontraktion, so kann dieses Ver-
halten kompensatorisch [34] (zum Beispiel durch korperliche Belastungen
tiber einen langeren Zeitraum) oder tiberkompensatorischer Art sein und da-
mit der Vorlaufer einer pathologischen Verdnderung des Herzens |98, 65]. Die
erhohten Kalziumtransientenamplituden der Zellen der Gay;- und Gay,/Gayg -
KO-Tiere, welche statistisch aufbereitet in Grafik 3.4 dargestellt sind, kénn-
ten auf ein kompensatorisches oder iiberkompensatorisches Verhalten des
Herzens hinweisen.

Ohne Hyperaldosteroinsmus hatten die Zellen der Tiere ohne das Gay;-
Protein, die gleiche, gegeniiber den Zellen der Wildtyptiere erhohte Kal-
ziumtransientenamplitude, wiahrend die Zellen der Goy,-KO-Tiere kleinere
Kalziumtransientenamplituden als die Zellen der Wildtyptiere zeigten. Dar-
aus kann geschlofsen werden, dass das fehlende Gayi-Protein alleine fiir diese
erhohte Kalziumtransientenamplitude verantwortlich war.

Anderung der Kalziumtransientenamplituden der unterschiedli-
chen Genotypen durch den Einfluss des Hyperaldosteronismus

Sowohl nach der Ruhe als auch wiahrend der Gleichgewichtsstimulation, wa-
ren die Kalziumtransientenamplituden der Zellen der Wildtyptiere nach ei-
nem Hyperaldosteronismus verringert (dargestellt in Abbildung 3.4 in den
griinen Feldern der Tabelle). Kleinere Kalziumtransientenamplituden nach
Ruhe deuten auf eine niedrige Beladung des SR hin. Dies kénnte durch
ein hoheres Ausstromen von Kalzium durch die RyR [158| bedingt gewesen
sein. Die Beladung des SR mit Kalzium und das Ausstromen von Kalzium
aus dem SR sollten jeweils iiberpriift werden. Die Beladung des SR konnte
mittels eines Experimentes mit Koffein gemessen werden, wie es z.B. auch
von Shannon et al. [125] verwendet wurde. Da Koffein fiir eine Ausschiit-
tung des Kalziums aus dem SR sorgt, wére die Menge des ausgeschiitteten
Kalziums ein Maf fiir die Menge des im SR gespeicherten Kalziums [128].
Weiterfiihrende Erkenntnisse iiber das aus dem SR ausstromende Kalzium
kénnten durch eine Untersuchungen der Kalzium sparks gewonnen werden
[56, 36, 128]. Kalzium sparks sind Kalziumfreisetzungen durch einen RyR-
cluster aus dem SR. Durch unterschiedlich starkes Ausstromen des Kalziums
aus dem SR wird, bei konstanter Aktivitdt der SERCA-Pumpe, die Bela-
dung des SR verringert.

Niedrigere Kalziumtransientenamplituden wéihrend der Gleichgewichtssti-
mulation, wie es die Zellen der Wildtyp- und Gay,-KO-Tiere zeigten, waren
entweder die Folge einer verringerten Beladung des SR oder eines ineffizi-
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enteren CICR, z.B. durch schlechtere Kopplung der L-Typ-Kalziumkanéle
in der Plasmamembran an die RyR [122, 143, 90, 17, 58]. Hingegen lie-
ferten die Zellen ohne das Goy-Protein andere Ergebnisse. Die Zellen der
Ga,-KO-Tiere zeigten keine Verédnderung der Kalziumtransientenamplitu-
den nach dem Hyperaldosteronismus. Die Zellen der Doppel-KO-Mause zeig-
ten sogar eine Steigerung der Kalziumtransientenamplituden. Beides deutet
auf eine direkte Beteiligung der Ga,-Untereinheit am Aldosteron-Signalweg
oder eine Einflussnahme auf die gleichen sekundéren Singalproteine, wie z.B.
im Fall von PKCe [118, 95|, hin. Die Gay;-Proteinuntereinheiten konnten
wahrend den in dieser Arbeit durchgefiihrten Versuchen, im Gegensatz zu
einen anderen Fall [104], nicht die entsprechenden Aufgaben der fehlenden
Gag-Proteine {ibernehmen. Daher scheint die Aldosteron-Signalkaskade nur
wenig Einfluss auf die Kalziumtransientenamplituden iiber Gayq-Protein-
gekoppelte Rezeptoren zu nehmen. Hauptséchlich wirkten sich Verdnderugen
durch Aldosteron an der Kalziumtransientenamplitude iiber Goy,-Protein-
gekoppelte Rezeptoren aus. Obwohl die Zellen aus dem Herz isoliert wurden
und ca. 1 Stunde in Aldosteron-freiem Medium kultiviert wurden, kann nicht
ausgeschlossen werden, dass die nicht-genomischen Effekte des Aldosterons
[154, 151, 93| an den Verdnderungen in der Kalziumhomdostase beteiligt
waren [95, 94]. Trotzdem sollten in den Messungen die Langzeiteinfliisse von
Aldosteron auf die Genregulation [123, 11|, wie sie z.B. auch in der Vasku-
latur vorkommen [63], tiberwiegen.

4.1.2 Anderungen der CTD80-Zeit in isolierten ventri-
kuliaren Kadiomyozyten

In murinen ventrikuldren Kardiomyozyten betrégt der Anteil des durch die
SERCA aus dem Zytosol in das SR gepumpten Kalziums am gesamten aus
dem Zytosol entfernten Kalziums, tiber 90% [84]. Der Anteil des Kalziums,
welcher durch die NCX wieder aus dem Zytosol in den extrazelluliren Raum
gepumpt wird, betragt ca. 9%. Weitere Prozesse, wie die langsame Kalzium-
aufnahme in die Mitochondrien durch den Kalziumuniporter oder die Kal-
zium ATPase, welche Kalzium aus der Zelle in die Zellumgebung pumpt,
tragen ca. 1% bei [84]. Der Einfluss der Transportrate der SERCA auf die
Kalziumhomoostase und damit die Herztatigkeit ist entsprechend grofs. Die
SERCA-Aktivitéat zu messen ist daher fiir die Bewertung der physiologischen
Tétigkeit des Herzens von grofem Interesse. Da der Netto-Fluss (die Summe
des Kalziums, das aus dem Zytoplasma in das SR gepumpt wird und des
aus den RyR stromenden Kalziums wihrend der Diastole) des Kalziums in
das SR von dem Konzentrationsgradienten des Kalziums zwischen SR und
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Zytosol abhéngt, jedoch die SERCA-Pumpe konstant aktiv ist [126], bietet
es sich an, die Zeit, welche die Zelle braucht, um die diastolische Kalzium-
konzentration wiederherzustellen, zu verwenden, um die SERCA-Aktivitét
zu charakterisieren. Als Messwert wurde die Zeit angegeben, zu welcher die
Kalziumkonzentration durch die zelleigenen Mechanismen wieder auf 20%
der Kalziumtransientenamplitude gesenkt wurde. Jedoch gibt dieser Wert
nicht die Transportrate der SERCA wieder, mit der diese das Kalzium aus
dem Zytosol in das SR pumpen. Um einen Eindruck von den Transportra-
ten der SERCA zu bekommen, muss die CTD80-Zeit in Relation mit den
Kalziumtransientenamplituden gebracht werden.

Anderung der CTD80-Zeit in Abhingigkeit vom Genotyp der un-
tersuchten Tiere Die Zellen der Tiere ohne das Goy-Protein zeigten, wie
in Abbildung 3.5 dargestellt, verkiirzte CTD80-Zeiten gegeniiber den Zel-
len der Wildtyptiere. Dies liefe den Schluss zu, dass entweder die SERCA-
Aktivitdat oder die Effektivitdt mit der die NCX Kalzium aus dem Zytosol
entfernen, oder beide dieser Kalziumtranportraten erhoht waren. Jedoch ist
zu beachten, dass wahrend der Gleichgewichtsstimulation auch die Kalzi-
umtransientenamplituden, der Zellen der Goy,-KO-Tiere verringert waren.
Weitere Untersuchungen, die nicht im Zusammenhang mit der Rolle der
GPCR in der Signalkaskade des Aldosterons stehen, wéren notwendig, um
diesen Sachverhalt eindeutig zu kléren.

In den Zellen der Tiere mit Gayy- und Gey/Gag-KO ohne Hyperaldostero-
nismus lagen, aufgrund der hoheren Kalziumtransientenamplituden und kiir-
zeren CTDS80-Zeiten, dahingegen eindeutig erhohte Transportraten vor. Ein
Ga1-KO verursachte somit bei mindestens einem der fiir den Kalziumefflux
verantwortlichen Proteine eine hohere Transportrate. Um zu kléren, welcher
der Kalziumtransportwege durch das Ausschalten der gnall-Gensequenz bei
Mausen eine hohere Transportrate aufwies, kdnnte bei einer Versuchsreihe
der NCX blockiert werden. Auch Ergebnisse einer Patch-Clamp-Messung
konnten zur Klarung der Sachverhéltnisse beitragen.

Anderung der CTD80-Zeit der unterschiedlichen Genotypen durch
den Einfluss des Hyperaldosteronismus Die CTDS80-Zeit zeigte (siehe
Abbildung 3.5 auf Seite 58) bei den Myozyten der Wildtyptiere keine An-
derung nach Hyperaldosteronismus. Die CTD80-Zeit muss jedoch auch in
diesem Fall, wie oben schon erwiahnt, im Zusammenhang mit den Kalzium-
transientenamplituden gebracht werden. Die Kalziumtransientenamplitude
nahm bei den Zellen der Wildtyptiere nach einem Hyperaldosteronismus ab.
Somit ergab sich, dass nach einem Hyperaldosteronismus bei den Wildtyptie-
ren die Transportrate, mit dem das Kalzium aus dem Zytosol transportiert
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wurde, abgenommen haben musste. Bei Myozyten von Katzen mit Hyper-
trophie konnte von B.A. Bailey und S.R. Houser [7] ein Anstieg der CTD50
Zeit gegeniiber der Kontrollgruppe nachgewiesen werden. Somit wére eine
langsamere Wiederaufnhame des Kalziums ein Indikator fiir Hypertrophie.
Hierbei ist jedoch zu beachten, dass die Anteile des von den SERCA und
von den NCX aus dem Zytosol transportierten Kalziums bei Katzen und
Hunden 70%), beziehungsweise 28% am gesamten Kalzium betragen, was ein
grofer Unterschied zu Méausen ist (siche hierzu auch Abschnitt 1.1.2).

Die CTD80-Zeit bei den Zellen der Gay,-KO-Tiere blieb durch den Hype-
raldosteronismus unverandert. Da auch die Kalziumtransientenamplituden
der Zellen aus den Herzen der Go,-KO-Tiere keine Anderung nach einem
Hyperaldosteronismus zeigten, waren demnach die Transportraten mit und
ohne Hyperaldosteronismus gleich. Natiirlich gilt diese Schlussfolgerung nur
unter der Pramisse, dass die Pufferung des Kalziums im Zytosol in beiden
Féllen gleich war. Denn dndert sich die Pufferung des Kalziums, so sind keine
sinnvollen Aussagen sowohl iiber die Kalziumtransientenamplitude als auch
auch {iber die CTD80-Zeit moglich, da mittels der Fura-2-Messungen immer
nur die Konzentration an freiem Kalzium gemessen werden kann und nicht
die absolute Mege an Kalzium.

Die gemessenen CTD80-Zeiten verldngerten sich bei den Zellen der Gay-
und Goy,/Gayp-KO-Tiere signifikant durch einem Hyperaldosteronismus. In
Kombination mit den Anderungen der Kalziumtransientenamplituden in die-
sen Zellen (siehe Abbildung 3.4), so wurde deutlich, dass die Transportraten
in beiden KO-Varianten unterschiedlich waren, da die Kalziumtransienten-
amlitude bei den Zellen der Geo,/Gay-KO-Tiere signifikant hoher war als
bei den Zellen der Einzel-KO-Tiere.

Die Zellen der Tiere ohne Gayi-Protein benétigten nach Hyperaldostero-
nismus bei kleineren Kalziumtransientenamplituden mehr Zeit, um die dia-
stolische Kalziumkonzentration wiederherzustellen. Somit waren entweder
die Transportraten der SERCA oder des NCX in diesen Zellen reduziert,
oder die Zahl der Tranportkanéle war vermindert. Da in den Zellen der
Gay,/Gaq-KO-Tiere neben der CTD80-Zeit auch die Kalziumtransienten-
amplitude durch einen Hyperaldosteroismus erh6ht war, kann in diesem Fall
keine eindeutige Aussage iiber die Transportraten der Kalziumtransporter
und Kalziumpumpen getroffen werden.

Die vorliegenden Daten lassen darauf schliefsen, dass sich der Hyperaldos-
teronismus iiber das Gayi-Protein auf die Aktivitdt mindestens eines der
Proteine inhibierend auswirkte, die das Kalzium aus dem Zytosol entfernen.
Neben der Erklarung, dass sich die Transportraten éndern, gibt es auch die
Moglichkeit, dass die Zahl der fiir den Transport verantwortlichen Proteine
in der Membran des SR oder der Zellemembran durch den Hyperaldostero-
nismus verdnderte. Ein solcher Vorgang wiirde auch auf einen genomischen
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Effekt des Aldosterons hindeuten. Des Weiteren kann {iber den Kalziumefflux
gesagt werden, dass sich mit den vorliegenden Ergebnissen nicht eindeutig ei-
ne erhohte Beladung des SR mit Kalzium durch die SERCA nachweisen lies,
da das Entfernen des Kalziums aus dem Zytosol, wie schon in Abschnitt 1.1
erklért, iiber zwei Transportwege erfolgt. Da der Transport durch die NCX
und die SERCA-Pumpen unterschiedliche Konstanten aufweisen, kénnten
diese eventuell {iber eine doppelt exponentielle Regression getrennt iden-
tifiziert werden. Hierdurch wiirden die Aussagen dieses Abschnittes mehr
Reliabilitdt bekommen. Diese Regression war mit den vorliegenden Daten
jedoch nicht moglich, da die Akquisitionsrate der verwendeten Kamera mit
46 Hz zu niedrig war. Infolgedessen ergaben sich fiir eine doppelt exponen-
tielle Regression zu wenige Messpunkte pro Transient, um eine Angleichung
mit akzeptablem x? zu erhalten. Eine Moglichkeit diese Limitierung zu um-
gehen, falls keine schnellere Videokamera zur Verfligung steht, wire eine
niedrigere Stimulationsfrequenz als 4 Hz. Eine weitere Moglichkeit ware der

Einsatz von pharmakologischen Substanzen zum Blocken des NCX oder der
SERCA-Pumpe.

4.1.3 Anderungen der basalen Kalziumkonzentration in
ventrikularen Kardiomyozyten

Die basale Kalziumkonzentration der Zelle gibt Aufschluss iiber die Kalzium-
Leckage-Rate des SR. Zudem kann die Stimulation der in der Signalkaskade
der GPCRs zu findenden Rezeptoren, wie z.B. IP; [97], die basale Kalzi-
umkonzentration anheben. Die Anderungen der basalen Kalziumkonzentra-
tionen in Abhéngigkeit von Genotyp und Hyperaldosteronismus sind nach
Ruhe und wihrend der Gleichgewichtsstimulation die gleichen.

Anderung der basalen Kalziumkonzentration in Abhingigkeit vom
Genotyp der untersuchten Tiere Durch den KO erhohte sich die basale
Kalziumkonzentration in den Zellen der Gaiq-, Ga,- und Gey,/Gagp-KO-
Tiere. Der Ga,-KO hatte dabei eine grofere Auswirkung als der Gay;-KO.
Der Gay1-KO in den Doppel-KO-Tieren brachte keine weitere Steigerung
der basalen Kalziumkonzentration gegeniiber dem Goy,-KO mit sich.

Anderung der basalen Kalziumkonzentration der unterschiedlichen
Genotypen durch den Einfluss des Hyperaldosteronismus In den
Fura-2-Messungen zeigte sich, dass die basale Kalziumkonzentration nur in
den Zellen der Ga,-KO-Tiere durch den Hyperaldosteronismus gesenkt wur-
de. In den Zellen aller anderen Genotypen stieg die basale Kalziumkonzen-
tration durch den Hyperaldosteronismus. Ohne Hyperaldosteronismus konn-
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te zwischen den basalen Kalziumkonzentrationen der Zellen der Gay,- und
Gay,/Gay-Tiere keine signifikanten Unterschiede festgestellt werden. Durch
den Hyperaldosteronismus zeigten die Zellen der Doppel-KO-Tiere eine si-
gnifikant héhere basale Kalziumkonzentration als die Zellen der Ga,-KO-
Tiere. Zudem kam es durch den Hyperaldosteronismus zu einem Anstieg der
basalen Kalziumkonzentration in den Herzmuskelzellen der Gaq1-KO-Tiere.
Obige Ergebnisse deuten darauf hin, dass das Gay;-Protein ebenso wie das
Gag-Protein, eine Rolle fiir die basale Kalziumkonzentration im Signalweg
des Aldosterons spielen. Jedoch erhéht der KO des Gayi-Proteins die basa-
le Kalziumkonzentration in Folge eines Hyperaldosteronismus, wahrend der
KO des Goy-Proteins die basale Kalziumkonzentration senkt.

Zusammenfassung und Ausblick

Der Hyperaldosteronismus hatte einen Einfluss auf den intrazelluldren Kal-
ziumtransport. Je nach genetischem Hintergrund verdnderte sich dieser Ein-
fluss jedoch, was auf eine Beteiligung sowohl des Goy,-Proteins als auch des
Gaqq-Protein an unterschiedlichen genomischen Verdnderungen schliessen
lief. Um die Beteiligungen beider G-Proteine an der Aldosteron-Signalkas-
kade und dessen Einfluss auf die Kalziumhomdoostase besser zu trennen,
sowie tiefergehend zu ergriinden, sind weitere Experimente notwendig. Zum
einen sollte der akute kurzzeitige Einfluss des Aldosterons ndher untersucht
werden. Zum anderen sollten die Effektoren der beobachteten Verdanderun-
gen in der Kalziumhomoostase identifiziert werden, um Riickschliisse auf den
weiteren Signalweg des Aldosterons ziehen zu konnen.

4.2 Zwei-Photonen-Photolyse

4.2.1 Simulation

Die Simulationen mit 90 MHz und 4,5 MHz Laserpulsrate in Abbildung
3.9 auf Seite 63 wurden mit 25 mW respektive 90 mW durchgefiihrt. Die
Menge der Kalzium-Freisetzung durch 25 mW Pulse entspricht, aufgrund
der quadratischen Abhéngigkeit bei der Zwei-Photonen-Photolyse, 7,7% der
Freisetzung durch Pulse mit einer Leistung von 90 mW. Einer Berechnung
zufolge, die Diffusion und einen Mangel an unphotolysierter Kéafigsubstanz
im Fokus vernachléssigt, ergab sich somit fiir das Verhéltnis der Menge an
freigsetztem Kalzium;

(90 mW)? - 4,5 MHz
(25 mW)2-90 MHz

= 0,648 (4.1)
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Der aus den Simulationen gewonnene Wert fiir dieses Verhéltnis betrug je-
doch 0,81. Fiir diese Diskrepanz war folglich die Umwandlung der Kéfigsub-
stanz im Fokus des Photolyselasers, sowie die Diffusion von Kéfigsubstanz in
den Laserfokus zwischen den Laserpulsen verantwortlich. Die Simulationen
zur Zwei-Photonen-Photolyse mit variabler Pulsfrequenz, zu sehen in den
Abbildungen 3.8 und 3.9, haben gezeigt, dass der Zusammenhang zwischen
der Freisetzung von Kalzium aus der Kéfigsubstanz DMNP mittels 15 ms
Pulsziigen keine quadratische Abhéangigkeit von der Leistung aufwies, wie es
nach Gleichung 1.3 bei einzelnen Laserpulsen der Fall ist.
Aufgrund des hoheren Zwei-Photonen-Absorptionsquerschnitts und der ho-
heren Quanteneffizienz bei der Zwei-Photonen-Photolyse von NDBF-EGTA,
kam es bei dieser Kéfigsubstanz zu einer hoheren Diskrepanz durch verstark-
ten Einfluss der Diffusion. Durch die schnellere Umwandlung der im Fokus
vorhandenen Kéfigsubstanz war der Einfluss der durch Diffusion nachgefiihr-
ten unphotolysierten Kéafigsubstanz grofier als bei DMNP. Das Verhiltnis der
freigesetzten Kalziummenge bei 90 MHz Laserpulsrate und 25 mW Laser-
leistung, zu der Menge bei 4,5 MHz Laserpulsrate und 90 mW, betrug der
Simulation nach 0,98, statt wie oben berechnet 0,648.
Bei einer Pulszuglinge von 15 ms sowie hoheren Zwei-Photonen-Absorp-
tionsquerschnitten (>0,6 GM) und Quanteneffizienzen (>70%) wurde somit
durch eine niedrigere Pulsrate (z.B. 4,5 MHz) mit einer hoheren Laserleis-
tung (z.B. 90 mW) mehr Substanz durch Photolyse freigesetzt als dies bei
einer hohen Pulsrate (z.B. 90 MHz) mit einer niedrigen Anregungslesitung
(z.B. 25 mW) der Fall war. Somit kommt es auf die Eigenschaften der Kéfigs-
ubstanz und die Ziele des Experiments an, welche Pulsrate und Laserleistung
fiir das jeweilige Experiment optimal sind.

Infolge der Diffusion des freigesetzten Kalziums, war bei Photolysezeiten

Tabelle 4.1: Diese Tabelle ist eine Ubersicht der Freisetzungsverhiltnisse mit
4,5 MHz bei 90 mW und 90 MHz bei 25 mW aus den Simulationen. Diese wer-
den verglichen mit den Ergebnissen einer vereinfachten Rechnung. Hierbei wird
ersichtlich, dass bei grofseren intrinsischen Parametern eine Photolyse mit hoher
Laserleistung und niedriger Pulsrate mehr Liganden aus der Kéfigsubstanz frei-
setzt als niedrige Laserleistung bei hoher Pulsrate

einf. Rechnung | Simu. DMNP | Simu NDBF-EGTA | Pulszuglange
0,648 0,81 0,98 15 ms
1.0 1.1 1.2 1000 Pulse

von 15 ms die Region um den Fokus, in dem die Kalziumkonsentration
auf tiber 50% der maximalen Kalziumkonzentration anstiegt (im Folgenden
Halbwertsbreite genannt) mehr als 4mal grofer als der beugungsbegrenzte
Fokus von 490 nm. Bei 4,5 MHz kam es, trotz annédhernd gleicher Menge an
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Rate der Zwei-Photonen-Anregung

Reservoir der angeregten Kafigsubstanz

Fokusregion mit
limitierender Diffusion

Umwandlungsrate der
angeregten Kafigsubstanz

N~

Reservoir der Kafigsubstanz

Freigesetzte Substanz

Abbildung 4.1: Raten bei der Freisetzung eines Liganden aus einer Kéafigsubstanz.
Neben der Anregungsrate durch den Laser ist die Umwandlungsrate der angeregten
Kafigsubstanz ein limitierender Faktor. Nur wenn der Laser durch eine hohe Anre-
gungsrate das Reservoir der angeregten Kéfigsubstanz ausreichend schnell befiillt,
kann die exponentielle Umwandlung der angeregten Kifigsubstanz eine schnelle
Freisetzung des Liganden gewéhrleisten

freigesetztem Kalzium, zu einer gréfseren Halbwertsbreite als bei 90 MHz.
Dies ist dem exponentiellen Zerfall des angeregten DMNPs zuzuschreiben.
Da das angeregte DMNP sich, wie in Abschnitt 2.2.3 beschrieben, mit einer
Rate von 38000 s~! in das niedrig kalziumaffine Produkt umwandelt, kann
immer nur der bereits angeregte Teil, zerfallen. Der Anstieg der Kalziumkon-
zentration war somit ultimativ durch die Umwandlungsrate der angereten
Kéfigsubstanz limitiert. Jedoch kann auch die Rate der Anregung einen li-
mitieren Faktor darstellen. Abbildung 4.1 verdeutlicht diesen Sachverhalt in
einer Grafik.

Somit ist eine hohe Rate, zum Befiillen des Reservoirs der angeregten DMNP
Molekiile, von Vorteil fiir eine kleine Halbwertsbreite. Limitierend ist jedoch
fiir die minimale Halbwertsbreite die Umwandlungsrate der angeregten Ka-
figsubstanz. Da dies eine intrinsische Eigenschaft der Kéfigsubstanz ist, kann
nur die Entwicklung sich schneller umwandelnder Kéfigsubstanzen eine klei-
nere Halbwertsbreite ermdglichen.

Die Simulationen zur Zwei-Photonen-Photolyse mit nur 1000 Laserpulsen,
die in den Grafiken 3.11 bis 3.14 abgebildet sind, haben gezeigt, dass im Ge-
gensatz zu der Photolyse iiber 15 ms hinweg die quadratische Abhéngigkeit
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der Freisetzung von der Leistung des Photolyselasers gilt. Die Simulation zur
Photolyse von DMNP mit nur 1000 Laserpulen, gezeigt in Abbildung 3.12,
ergab zudem, dass es mit einer Laserleistung von 5 mW bei 6 MHz (bei einer
Ausgangskonzentration von 3 mM beladenem DMNP) méglich ist, die Kon-
zentration an Kalzium lokal von 0 M auf 4,5 uM anzuheben. Im Vergleich
dazu wurde bei einer Freisetzung mittels 90 MHz und 25 mW die Kalzium-
konzentration nur auf 0.42 uM angehoben. Bei den Simulationen die auf der
Grundlage der Parameter von NDBF-EGTA durchgefiihrt wurden, zeigte
sich zudem, dass die Effekte der reduzierten Laserpulsrate durch schnellere
Umwandlungsrate im Laserfokus stiarker hervortraten als bei DMNP. Die
Anpassung der Pulsrate und der Leistung wird demzufolge interessanter bei
fiir die Zwei-Photonen-Photolyse optimierten Kéafigsubstanzen.

Werden alle Ergebnisse der Simulationen zusammengenommen, so geht dar-
aus hervor, dass die Laserpulsrate auf die Lange der Pulsziige angepasst
werden sollte. Bei Versuchen, die keine hohe zeitliche oder rdumliche Be-
grenzung der Freisetzung bendtigen, sind niedrige Pulsraten zu bevorzugen,
da sie durch eine hohe Spitzenleistung mehr Freisetzung pro mittlerer Leis-
tung bewirken. Wenn fiir ein Experiment die Kalziumkonzentration nur in
einem sehr kleinen Bereich angehoben werden soll, so diirfen nur kurze Puls-
zlige von wenigen us Lange verwendet werden. Da in einen solchen Fall die
Diffusion fast keine Rolle mehr spielt und somit eine fast statische Konzen-
trationsverteilung vorliegt, konnen hohe Laserpulsraten zu einer kleineren
Halbwertsbreite der Freisetzung beitragen.

Es ist also moglich das System aus Leistung, Laserfrequenz und Pulszuglén-
ge zu optimieren, um sowohl die Freisetzung als auch die rdumliche Be-
grenzung der Konzentrationserh6hung zu verbessern. Jedoch ist die zurzeit
vorliegende Simulation nur begrenzt in der Lage, die optimalen Einstellung
fiir das jeweilige Experiment zu berechnen. Hierzu wére es notwendig, das
Néherungsverfahren der finiten Differenzen durch ein effizienteres, wie zum
Beispiel das Runge-Kutta-Verfahren, zu ersetzen. Dies wiirde zum einen die
Performanz steigern und zum anderen positiv auf die Genauigkeit, bei ho-
heren zeitlichen sowie rdumlichen Auflésungen, auswirken. Die Simulationen
von Kiskin et al. [74] konzentrierten sich auf die Freisetzungsrate in Abhén-
gigkeit von Anregungs- und Umwandlungsrate. Weiter wurde von Kiskin et
al. der Einfluss der Randbedingungen in den numerischen Simulationen né-
her beleuchtet. Jedoch wurde von Kiskin et al., im Gegensatz zu der in dieser
Arbeit vorgestellten Simulation, die Diffusion vernachléssigt. Eine weitere
Vertiefung der Fragestellung nach Freisetzung und Diffusion kénnten wie
schon in Abschnitt 3.2.1 angesprochen, durch Einbeziehen von Puffern fiir
das freigesetzte Kalzium und anisotrope Diffusion geschehen.
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4.2.2 Kritische Bestandteile fiir die Justage des Zwei-
Photonen-Photolyse-Aufbaus

Wie in Kapitel 3.2 angedeutet, wies der Aufbau zur Zwei-Photonen-Photo-
lyse mehrere, fiir die Photolyse kritische Komponenten auf, deren Einstellung
vor jedem Experiment kontrolliert wurden, um eine optimale Freisetzung zu
gewdhrleisten. Arbeiten von Lipp und Niggli [87] oder Konishi et al. [79]
verzichteten auf einige der Komponenten, die in dem vorliegenden Aufbau
unerlésslich sind, wie zum Beispiel den Pulspicker. Diese Bauteile erhchten
die Gefahr, dass durch eine schlechte Justage dieser die Photolyse beein-
trachtigt wurde. Zudem kam es, wie im Falle der Deformation des Strahl-
querschnitts durch die Hohlspiegel des Pulspickers zu einer Beeintréichtigung
des Photolyselaserfokus, die mit den gegebenen Mitteln nicht auszugleichen
war. Spezielle Linsen, die jedoch nicht vorlagen, kénnten die Deformation
des Strahlquerschnitts kompensieren.

Zudem hatte der verwendete Chameleon TiSa Laser vergleichsweise lange
Laserpulse (>130 fs) gegeniiber einem auch im Labor verfiigbaren MIRA
(<90 fs). Jedoch verhinderte die Tatsache, dass der Pulspicker nur fiir Laser
mit 90 MHz Laserpulsrate gebaut war und der MIRA bei 80 MHz Laser-
pulsrate lief, den Einsatz dieses flexibleren und im Hinblick auf die Laser-
pulslénge besser geeigneten Lasers.

Eine weitere Verbesserung der Photolyse kénnte der Umbau des Autokor-
relators bringen. Bei diesem Umbau wiirde ein spezieller externer Sensor
zum Einsatz kommen, der mit Objektiven mit einem Arbeitsabstand von
<0,2 mm verwendet werden kann. So wire die Positionierung der Prismen
zur Dispersionskompensation schneller und genauer moglich. Eine Alterna-
tive wére ein neueres Lasermodell, welches kiirzere Pulse liefert sowie eine
integrierte Dispersionskompensation besitzt.

4.2.3 Messungen zur Parfokalitat

Die Messungen zur Parfokalitat haben gezeigt, dass eine exakte Einkopplung
des Lasers eine grofsen Einfluss auf den Laserfokus hatte. Die gemessenen
Fokusgrofen sind um ein vielfaches hoher als der beugungsbegrenzte Fo-
kus. Dies kann zum Beispiel darin begriindet sein, dass die Riickapertur
des Objektivs nicht massiv iiberfiillt wurde. Des Weiteren erschweren es die
unterschiedlichen Divergenzen in beiden Richtungen senkrecht zu optischen
Achse die optimale Parfokalitdt. Zuletzt kann auch eine nicht optimierte
PSF der konfokalen Detektion nicht ausgeschlossen werden, da diese nicht
explizit nach den Parfokalitdtsmessungen tiberpriift wurde. Der Fokus der
Zwei-Photonen-Photolyse ist bei dem momentanen Kenntnisstand ungeeig-
net, fiir eine Rezeptorkartographierung.
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4.2.4 Zellschadigung in Abhangigkeit von der Laser-
pulsrate

Die Schédigung von Zellen durch Nahinfrarote-Laserpulse wurde schon viel-
fach untersucht [77, 75, 145, 103, 150] und die Vorteile der Zwei-Photonen-
Anregung gegeniiber der UV-Anregung wurden ebenso diskutiert [78]. Die
meisten dieser Arbeiten konzentrierten sich jedoch auf Zwei-Photonen-Mi-
kroskopie sowie den Vergleich von Zwei-Photonen-Anregung mit Ein-Pho-
tonen-Anregung und nicht auf lokale kurzzeitige Laserillumination fiir die
Photolyse und den Einfluss variabler Laserpulsfrequenzen. Das Ziel dieser
Arbeit war es, diesen Aspekt ndher zu untesuchen.

Die Schéaden oder auch Beeinflussungen der Zellen, wie sie in Abbildung 3.20
A gezeigt wurden, sind zum Teil reversibel. Ein Aufbrechen der Zellmem-
bran bei Kardiomyozyten, wie in Abbildung 3.19, kam gehauft bei Zellen der
gleichen Isolation vor, was auf eine Abhédngigkeit der Stabilitdt der Zellen
von der Zellisolation oder von dem Gesundheitszustand des Herzens schlie-
fsen lasst. Eine Deformation der Zelle, wie sie in Abbildung 3.20 A in einer
HEK-Zelle dargestellt wurde, ging der Ruptur der Zellmembran meist vor-
aus. Somit ist diese Deformation ein geeigneteres Indiz fiir eine Schadigung
der Zelle.

Die Untersuchungen zur Schiadigung der Zellen, die in Abschnitt 3.2.5 pra-
sentiert wurden, verglichen unterschiedliche Laserpulszahlen bei unterschied-
licher Frequenz aber gleicher Laserpulsenergie. Die mechanischen Deforma-
tionen traten, wie zu erwarten war, bei niedrigerer Pulszahl seltener auf.
Ob eine lineare Abhéngigkeit von der Pulszahl vorlag, konnte mittels dieser
Versuche nicht abschliefsend geklért werden. Hierzu miissten die Versuche
mittels definierter Laserpulszahlen anstatt gleicher Pulszugliange wiederholt
werden. Was erst nach der Entwicklung der neuen Pulszugsteuerung mittels
des Pulspickers moglich wurde.

Den Versuchen von Shimada et al. [127] zufolge kénnen Mitochondrien durch
zu hohe Laserleistungen zerstort werden. Da Mitchondrien, die im Expe-
riment meist nicht sichtbar sind, selbst Kalzium speichern, konnte deren
Zerstorung bei Versuchen zur Kalziumfreisetzung falsch positive Ergebnisse
produzieren. Der Verlust der Fluoreszenz der Mitochondrien (in Abbildung
3.21), durch 20000 Laserpulse mit einer Laserpulsenergie von 1 nlJ zeigte,
dass auch geringe Laserpulszahlen die Mitochondrien zerstéren oder depo-
larisieren konnen. Bei gleicher Laserpulsenergie, jedoch lediglich 5000 La-
serpulsen, traten die gleichen Fluoreszenzverluste auf. Eine Laserpulsenergie
von 77 pJ hingegen, wie sie bei den Versuchen mit 90 MHz Pulsrate ver-
wendet wurde, wirkte sich trotz 400.000 Laserpulsen nicht negativ auf die
Mitochondrien aus. Dadurch wurde klar, dass in diesem Fall die Einzelpuls-
energie ausschlaggebend war und nicht die Summe der deponierten Energien.
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Folglich ist im Hinblick auf die Schidigung der Mitochondrien in einem Ex-
periment eine niedrige Laserpulsenergie von Vorteil.

Es liegen, aufgrund der relativ zeitnahen Entwicklung im Bereich, des Photo-
lysierens mittels definierter Laserpulszahlen, keine quantitativen Ergebnisse
vor, die eine Vertraglichkeit der hohen Laserintensitédten bei Pulsziigen von
weniger als 1000 Laserpulsen, nahelegen. Einige Beobachtungen wahrend der
Experimente deuteten jedoch darauf hin, dass es trotz der sehr kurzen Pho-
tolysezeiten durch den Laser zu Schidigungen an den Zellen kam. Es waren
dieselben dunklen Flecken in den Zellen zu beobachten, wie sie in Abbildung
3.20 A auf Seite 74 zu sehen sind, wenn wiederholt im Abstand von weniger
als einer Sekunde mittels 1000 Laserpulsen (bei 60 MHz und 3 mW Laserleis-
tung an der Probe) photolysiert wurde. Jedoch sollten weitere Experimente
mit definierten Laserpulszahlen eine quantitativ exaktere Evaluation ermog-
lichen.

Zum einen hatte die Energie pro Laserpuls bei den Untersuchungen einen
groferen Einfluss als die mittlere Leistung. Zum anderen waren die lingeren
Absténde zwischen den Laserpulsen bei niedrigen Laserpulsraten von Vorteil,
da selterner Schadigungen an den Zellen auftraten. Dies mag daran liegen,
dass die Zelle bei niedrigeren Laserpulsraten zwischen den Laserpulsen mehr
Energie dissipieren kann. Zusammengefasst kann gesagt werden, dass die
untersuchten Zellen eine hohere Schiadigungen durch die Zwei-Photonen- als
durch Ein-Photonen-Absorption erfuhren. Somit ist bei biologischen Experi-
menten eine hohe Laserpulsrate (90 MHz) bei niedriger Pulsernergie (<1 nJ)
einer niedrigen Laserpulsrate bei hoher Laserpulsenergie vorzuziehen, um ei-
ner Schidigung der Zellen vorzubeugen.

4.2.5 Einfluss der Laserpulsrate auf die Photolyse

Die Photolyse von NPE-caged HPTS in HEK-Zellen zeigte, wie auch schon
die Simulation, den Einfluss der Diffusion zwischen den Laserpulsen. Die
Freisetzung pro Laserpuls ist an das Quadrat der momentanen Leistung ge-
bunden. Somit war zu erwarten, dass pro Puls mit 1 mW mittlerer Leistung
bei 1,1 MHz ca. das 10fache der Menge an HPTS freigesetzt wurde, wie bei
20 mW mittlerer Leistung bei 90 MHz. Dies ergab sich aus der Energie pro
Puls. Umgekehrt wurden bei gleicher Photolysezeit mit 90 MHz, 80mal so
viele Pulse auf die Probe geschickt wie bei 1,1 MHz. Damit ergab sich ein
apparenter Vorteil fiir die hohe Repetitionsrate. Jedoch zeigen die Messer-
gebnisse in Abbildung 76, dass die Freisetzungen mit 1,1 MHz Rate bei 1 mW
Leistung und 90 MHz bei 20 mW Leistung keine signifikanten Unterschiede
aufwiesen. Dies ist der Umwandlung der Kéfigsubstanz im Fokus des Photo-
lyselasers und den niedrigen Diffusionsraten der Kéfigsubstanz geschuldet.
Diese These wird gestiitzt durch die in Abschnitt 3.2.1 prasentierten Ergeb-
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nisse der Simulation.

4.2.6 Photolyse mittels definierter Zahl an Laserpulsen

Grafik 3.24 stellt dar, wie in 4 Féllen, trotz gleicher Parameter (Laserleis-
tung, Pulszuglinge und Belichtungszeit der Kamera), ein jeweils anderer
Fluoreszenzanstieg nach der Freisetzung von CMNB-caged Fluoreszein, ge-
messen wurde. Es war moglich bei 40 ms Belichtungszeit und 50 ms Puls-
zuglédnge den Photolyselaser auf 2 oder 3 Bildern zu erkennen und dies auch
mit unterschiedlicher Verteilung iiber 3 Bilder. Dies geschah, obwohl die
Software Patchmaster immer in gleicher Weise Photolyse und Bildakquise
startete. Dies lag an der Ungenauigkeit des mechanischen Verschlusssystems.
In den Fillen in denen die Kamera als Ausloser fiir die Photolyse mittels de-
finierter Pulszahl fungierte, konnte diese Beobachtung nicht mehr gemacht
werden. Es wurde nicht iiberpriift, inwieweit die Kamera eine stabile Bildra-
te aufwies.

Eine wichtige Entwicklung an dem System zur Photolyse mittels definierten
Laserpulszahlen war, Artefakte in den Messdaten durch TPEF zu vermeiden.
Bei Soeller et al. [133] wurde zur Messung der Diffusion eines fluoreszenten
Stoffes erst der Zeitraum nach Abschalten des Lasers analysiert. Escobar
et al. nutzten die Moglichkeit, die Detektion erst nach dem Abschalten des
Lasers zu starten [41]. Bei der in dieser Arbeit verwendeten Konfokaleinheit
wird die Kamera 2mal beleuchtet, wihrend die Spannung des Galvanometers
an dem der Abtastspiegel befestigt ist, eine Periode durchlief. In der Phase
zwischen den beiden Belichtungen konnte, ausgelost durch das Kamera fi-
re Signal, eine Photolyse durchgefiihrt werden, ohne dass die Kamera eine
TPEF detektierte. Mittels der Verzogerung, die am Arbitrarpulsgenerator
eingestellt wurde, war es zudem méglich das Ende des Photolyselaserpulszu-
ges bis auf wenige ns an die néchste Belichtungsphase der Kamera heranzu-
bringen, um somit die unmittelbare Reaktion der Zelle auf die Freisetzung
eines Liganden zu beobachten (siehe hierzu auch die Grafik 2.8 auf Seite
28). Die Abtastrate des Infinity 4 Konfokalmoduls war, bei der vorliegenden
Version, frei einstellbar zwischen 1 Hz und 1000 Hz.

Die Abtastrate limitierte auf der einen Seite die maximale Akquisitionsrate
der Kameras und auf der anderen Seite die maximale Pulszugliange. Beides
musste sich jedoch die Waage halten, denn kiirzere Pulsziige bedingten eine
geringere Freisetzung, wodurch in der Regel eine kleinere Antwort des Zell-
system ausgelost wurde. Des Weiteren brachte eine hohere Akqusitionsrate
eine niedrigere Belichtungszeit mit sich. Da die maximale Akquisitionsrate
der verwendeten EMCCD Kameras 150 Hz fiir zweidimensionale Aufnah-
men (bei Bildgrossen von 50x50 Pixeln mit 4x4 binning) und bis zu 400 Hz
fiir Linienaufnahmen war und zudem die Detektionseffizienz limitiert war,
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wurden Freisetzungen unter 100 ps nicht Standard. Mit den verwendeten
Kameras wéren hohere Bildraten méglich, wenn der Photolyselaser zentra-
ler in dem Bildausschnitt der Kamera ldge. Bei allen Justagen auf die Ap-
perturen des Linsentubus lag der Fokus des Lasers jedoch immer im oberen
Drittel des Kamerabildes. Bei der Aufnahme eines Kamerabildes wird die
Intensitat der detektierten Photonen tiber die Belichtungszeit hinweg gemit-
telt. Bei 145 Bildern pro Sekunde war die Belichtungszeit ca. 1000mal so
lang wie die Dauer einer Photolyse mittels 50 Laserpulsen. Mit schnelle-
ren Kameras, die eine hohere Detektionseffizienz besitzen, waren theoretisch
Submillisekunden-lange Aufnahmen méglich, um zum Beispiel die Propaga-
tion von, durch die Photolyse ausgelosten, Kalziumwellen zu messen. Des
Weitern kénnte, durch Freisetzung von caged-1P3, die Kopplung von Kalzi-
um puffs und Kalziumwellen analysiert werden.

Eine Alternative zur Photolyse mittels definierter Laserpulszahlen wére ein
elektro-optischer Modulator (zum Beispiel in Form einer Pockels-Zelle) oder
auch ein acusto optical modulator (AOM). Beide Systeme erlauben Schalt-
zeiten im Mikrosekundenbereich. Jedoch wiirde eine exakte Definition der
Laserpulszahl und damit die Bestimmung der exakten Menge an freigesetz-
ter Substanz nicht gewahrleistet. Mit einer festen, aber variablen, Zahl an
Laserpulsen zu photolysieren, ist in seinem Wert zum jetzigen Zeitpunkt
noch nicht vollstandig abzuschétzen. Jedoch wiirde diese Methode, durch
die lineare Abhéngigkeit der Freisetzung von der Laserpulszahl (bei klei-
nen Laserpulszahlen), die genaue Bestimmung von Zwei-Photonen-Absorp-
tionsquerschnitten verbessern. Durch umfassende Kenntnis der eingesetz-
ten Intensitdt und Effizienz bei der Photolyse, konnten zudem Messun-
gen Kalzium-sensitiver Prozesse durchgefiihrt werden, anstatt Simulationen
[152, 60, 76, 16], wie zum Beispiel die Aktivierung der RyR durch Kalzium in
der dyadic cleft. Diese Methode des Photolysierens mit wenigen definierten
Laserpulszahlen ist ein wichtiger Schritt zu dem Ziel, Photolyse mit einem
einzelnen Laserpuls durchzufiihren, um so die Einfliisse von Diffusion oder
Bleichen des Farbstoffes durch Zwei-Photonen-Anregung auf das Messergeb-
nis zu vermeiden.

4.3 Fluoreszenzlebensdauer-Messungen

4.3.1 Justage

Um die Ergebnisse der Fluoreszenzlebensdauer-Messungen zu diskutieren, ist
es unerlésslich darauf einzugehen, wie verschiedene Bauteile des verwende-
ten Versuchsaufbaus die Messungen der IRF und der Fluoreszenzlebensdau-
ern beeinflufsten. Ein wichtiger Punkt war, dass die Alignierung des Lasers
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die Messungen der Fluoreszenzlebensdauer dahingehend beeinfluite, dass
ein lingerer Strahlweg den zeitlichen Abstand der Anregung von der De-
tektion verdnderte und unter Umstédnden auch die Anregungsdauer selbst
variierte. Dies fithrte dazu, dass die IRF erneut gemessen werden musste,
um zu gewahrleisten, dass die korrekte Anregung und Antwort der Elektro-
nik in der mathematischen Faltung mit dem detektierten Fluoreszenzsignal
beriicksichtigt wurde. Um dieses Problem zu umgehen, sollte die IRF vor
jedem Experiment gemessen werden. Ansonsten kénnte es zu Fluktuationen
in den Fluoreszenzlebensdauerwerten der Regression kommen. Da die IRF
zum groften Teil von der Elektronik und den optischen Elementen abhing,
sollte darauf geachtet werden, dass die Kabel, das Objektiv, die Position
des Silberspiegels im Filterrevolver und Position der Emissionsfilter vor den
APDs nicht wihrend einer Versuchsreihe verédndert wurden.

Leider zeigte sich wiahrend der Experimente und der anschlieffenden Aus-
wertung, dass die Funktionalitdt der Rekonstruktion der IRF, mittels der
Symphotime Software, stark eingeschrinkt war. Mittels rekonstruierter IRF
kam es zu enorm grofsen Schwankungen der gemessenen Fluoreszenzlebens-
dauern. Die Verwendung der vor dem Experiment gemessenen IRF erbrachte
deutlich stabilere Messwerte. Des Weiteren war der Algorithmus zur Ana-
lyse nicht ausgereift genug fiir den verwendeten Aufbau. Die IRF zeigte in
einer Messung eine Abhéngigkeit von der Bildposition durch unterschiedli-
che Laufzeiten des Lasers links und rechts im Bild. Diese Verschiebung war,
wie in Abbildung 3.30 abgebildet, nicht symmetrisch zum Mittelpunkt des
aufgenommenen Bildes. Dies lésst sich durch die Positionierung der Ruhe-
stellung des Scanners zu der optischen Achse des gesamten Systems erklaren.
Der Fehler, der durch die unterschiedlichen Wegléangen, links und rechts an
der Probe, auftrat, lies sich in Symphotime nur durch getrennte Auswertung
der Signale links und rechts im Bild vermeiden. Besser wére in diesem Fall
eine Positionsabhéngige IRF zu verwenden, wie es in dem Script FLIMfit fiir
Matlab und OMERO méglich ist. Ungliicklicherweise ist dieses Script nicht
kompatibel mit dem Datenformat, welches die Symphotimesoftware ausgab.
Ein weiterer Parameter, der fiir exakte Fluoreszenzlebensdauermessugen kon-
trolliert werden musst, war der pH-Wert. Da der pH-Wert die Protonierung
der fluoreszierenden Molekiile beeinflufst und diese wiederum die Energieni-
veaus jener Molekiile, wurde indirekt die gemessene Fluoreszenzlebensdauer
beeinflufst. Dies wurde auf Seite 86 am Beispiel von Fluoreszein dargestellt.
Aus diesem Grund eignete sich Cumarin 6 besser fiir eine Referenzmessung
der Fluoreszenzlebensdauer. Bei diesem war die exakte Kontrolle des pH-
Wertes nicht notwendig. Die Abweichung der gemessenen Fluoreszenzlebens-
dauer von Cumarin 6 (2,553 ns) vom Literaturwert (2,5 ns) lisst sich durch
unterschiedliche Temperaturen wiahrend der Messung oder Verunreinigun-
gen des Ethanols erklaren.
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Die mittels Reflektion des Anregungslasers bestimmte IRF wies, aufgrund
von Reflektionen an den Optiken innerhalb des Versuchsaufbaus zusétzliche
Fluoreszenzmaxima auf. Um diese Maxima nicht in der Regression bertick-
sichtigen zu miissen, wurde bei der Verwendung dieser IRF auf die gemesse-
ne Fluoreszenz bei Werten oberhalb von 17 ns verzichtet. Gerade bei langen
Fluoreszenzlebensdauern von iiber 5 ns konnte dies jedoch, durch eine falsche
Bestimmung des Fluoreszenzhintergrundes, zu Fehlern in der Regression fiih-
ren. Aus diesem Grund sollte fiir die Regression moglichst immer eine mittels
eines Farbstoffes gemessene IRF verwendet werden, da bei der Messung einer
solchen IRF die Reflektionen des Lasers mit entsprechenden Emissionsfiltern
unterdriickt werden kénnen.

4.3.2 Fluoreszenzlebensdauern von Fura Red” bei de-
finierten Kalziumkonzentrationen

In dieser Arbeit wurde Fura Red”™ auf seine Eignung zur Messung der Kal-
ziumkonzentration mittels FLIM getestet. Die Entscheidung Fura Red’™
als Kalziumindikator fiir die Fluoreszenzlebensdauermessung zu verwenden,
beruhte zum einen darauf, dass Fura Red”™ ein ratiometrischer Kalziumin-
dikator war. Zum anderen zeigte Asante Calcium Red, ein weiterer im roten
Spektrum emitierender Kalziumindikator, in Testmessungen deutlich gerin-
gere Fluoreszenzintensitdten. Wie anhand von Abbildung 3.34 zu erkennen
ist, waren die Kalziumkonzentrationsanstiege bei den Kalibrierungslosungen
exponentiell. Die sich aus den Regressionen ergebenden kurzen Fluoreszenz-
lebensdauern, in einer Statistik auf Seite 88 zusammengefasst, schienen keine
Abhéngigkeit von der Kalziumkonzentration zu haben. Eventuell war diese
durch eine Bindung des Fura Red”™ an Proteine bedingt, wie es auch schon
von Lipp et al. [86] berichtet wurde. Die Anderung der langen Fluoreszenz-
lebensdauern, abgebildet in Grafik 3.35 B, war dahingegen deutlich nach-
zuweisen. Jedoch ist die gemessene von pCa nicht einfach zu erkldaren. Eine
Moglichkeit wire die Verschiebung des Ky von Fura Red”™ von 140 nM in
vitro, hin zu hohreren Werten von 1,1 uM-1,4 uM, wie im Skeletmuskel des
Frosches [80]. Dies wiirde auch die hohen x? erkldren, da die Regressionen
mit der Hill-Funktion fiir einem festen Ky von 140 nM durchgefiihrt wurden.

4.3.3 Reevaluierung der Kalziumindikatoren

Wie in Abschnitt 3.3 gezeigt, wiesen verschiedene Kalzium-sensitive Farb-
stoffe in Erythrozyten eine Anderung der Fluoreszenzlebensdauer auf, wenn
sich die Kalziumkonzentration in den Zellen erhohte. Im Folgenden wird
diskutiert, welche Indikatoren sich fiir den Versuch einer Eichung mittels
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kalibrierter Kalziumlosungen eignen kénnten. Da die Herstellung und Kali-
brierung der Kalziumlésungen sehr aufwendig war, sollte die Kalibrierung
der Fluoreszenzlebensdauer gegen die Kalziumkonzentration nur an wenigen
Farbstoffen, nach einer Vorauswahl, erfolgen.

Fluo-8

Fluo-8 wire aufgrund der Anderung von iiber 50% der aus der doppelt ex-
ponentiellen Regression gewonnen langen Fluoreszenzlebensdauer ein geeig-
neter Farbstoff. Jedoch zeigte Fluo-8 einen starken Anstieg der Fluoreszenz,
wenn die Kalziumkonzentration in der extrazellularen Losung von 0 M Kal-
zium auf 27 pM erhoht wurde. Dies machte es, wie auch bei den durch-
gefiihrten Messungen geschehen, notig, die Anregungsleistung zu reduzie-
ren. Dieser Umstand ist nicht weiter hinderlich, wenn keine zeitabhéngigen
Prozesse beobachtet werden sollen. Wenn es jedoch von Interesse wire, die
Dynamik eines physiologischen Vorgangs aufzuzeichnen, so ist ein Nachre-
geln der Anregungsleistung nicht moglich. Somit ist Fluo-8 fiir dynamische
Kalziummessungen nicht geeignet.

Calcium Green™

Aufgrund der signifikanten Anderung des Quotienten der Amplituden der
Fluoreszenzlebensdauerkurven von 5.8 auf 8,9 von ca. 0 M Kalzium zu
27 muM Kalzium ist Calcium Green™ ein geeigneter Kandidat zur wei-
teren Verwendung. Sein, im griinen Bereich liegendes, Emissionsspektrum
verhindert jedoch die parallele Verwendung anderer, im griinen Spektrum
emittierender, Farbstoffe.

Oregon Green® 488 BAPTA 2

Trotzdem Orgeon Green® 488 BAPTA 2 nur sehr geringe Anderung al-
ler Parameter zeigte, kann es, aufgrund der stabilen Fluoreszenz, fiir eine
weitere Verwendung empfohlen werden. Wilms et al. [155] hatten mittels
2-Photonen-Anregung die Kalzium-abhéngige Fluoreszenzlebensdauer von
Oregon Green® BAPTA 1 gemessen. Sie konnten mittels Regression bei stei-
gender Kalziumkonzentration eine Zunahme der Fluoreszenzamplitude der
kurzen Fluoreszenzlebensdauer messen. Die lange Fluoreszenzlebensdauer
hatte hingegen bei steigender Kalziumkonzentration eine geringere Ampli-
tude. Die beiden fiir die Regression verwendeten Zeitkonstanten der Fluo-
reszenzlebensdauern von Oregon Green® BAPTA 1 in Nervenzellen waren
396 ps und 2.45 ns. Bei freier Regression aller in Abschnitt 2.3.5 beschrie-
benen Parameter wurden in den in dieser Arbeit durchgefiihrten Versuchen,
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Fluoreszenzlebensdauern von 244 ps bis 288 ps fiir die kurze Fluoreszenzle-
bensdauer ermittelt. Die Regression der langen Fluoreszenzlebensdauer er-
gab 1,92 ns bis 1,95 ns. Dabei wurde jedoch, im Gegensatz zu der Ergebnissen
von Wilms et al., ermittelt, dass die Amplitude der Fluoreszenz der kurz-
en Lebensdauer abnahm gegeniiber der Amplitude der langen Lebensdauer.
Dies kann dadurch erklart werden, dass Wilms et al. bei der Regression der
Daten von zwei festen Fluoreszenzlebensdauern ausgingen, wohingegen die
Zerfallskonstante in den Regressionen in dieser Arbeit nicht eingeschréinkt
wurde. Eine erneute Untersuchung der Fluoreszenzlebensdauer bei 0 M Kal-
zium und bei 27 pM Kalzium ist daher angebracht.

Calcium Orange’™

Der Kalziumindikator zeigte signifikante Anderungen beider, durch die Re-
gression ermittelter Fluoreszenzlebensdauern, und mit 265% die grokte An-
derung des Quotienten aus den Amplituden der angendherten Fluoreszenz-
lebensdauerkurven. Er ist, aufgrund seines Absorptions- und Emissionsspek-
trums, vielseitig mit anderen Indikatoren zusammen verwendbar. Wie jedoch
anhand der Ergebnisse aus Abschnitt 3.3.2 zu sehen ist, ergab die Messung
bei 0 mM Kalzium zwei Subpopulationen an Fluoreszenzlebensdauern in den
Zellen. Da der Grund fiir die beiden Subpopulationen nicht ermittelt werden
konnte, ist dieser Sensor vorerst nicht fiir weitere Fluoreszenzlebensdauer-
Messungen verwendbar.

Fura Red™

Die Messungen des ratiometrischen Kalziumindikators Fura Red”™™ erga-
ben sowohl fiir die kiirze als auch fiir die ldngere (der mittels der Regression
bestimmten) Fluoreszenzlebensdauern eine signifikante Anderung in Abhén-
gigkeit von der extrazelluldren Kalziumkonzentration. Auch das Verhéltnis
der aus der Regression bestimmten Amplituden der Fluoreszenzlebensdau-
erkurven zeigte bei den Messungen mit 0 mM Kalzium in der extrazellularen
Losung und den Messungen mit 27 M Kalzium in der extrazelluldren Lo-
sung eine signifikante Anderung. Es sollte eine erneute Messung mit Losun-
gen definierter Kalziumkonzentration durchgefiihrt werden, wobei darauf zu
achten ware, dass die hochste Kalziumkonzentration bei ca. 50 uM liegen
sollte, um dem Umstand Rechnung zu tragen, dass sich der K; von Fura
Red™ in vivo in den Bereich von 1 uM verschieben kann.

Asante Calcium Red

Wie Fura Red”™ war auch Asante Calcium Red ratiometrisch verwendbar.
Jedoch wurde nicht mit 488 nm angeregt, da auch bei diesem Farbstoff der
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Vorteil der Kombinierbarkeit mit anderen, im griinen Spektrum emittieren-
den Farbstoffen im Vordergrund stand und die Emission bei 525 nm dies
unterbunden hétte. Es zeigte sich, dass dieser Farbstoff, trotz der immensen
Anderung der ermittelten kurzen Fluoreszenzlebensdauer, von ca 0,1 ns auf
0,23 ns , ungeeignet war. Da die kurze Fluoreszenzlebensdauer mit 100 ps
sehr nahe an der IRF lag, konnte nicht gewéahrleistet werden, dass sich niedri-
ge Kalziumkonzentrationsdnderungen exakt messen lassen, da schon geringe
Anderungen der IRF zu grofen Fluktuationen in der Regression der kurz-
en Flureszenzlebensdauer fiihren wiirden. Die geringe Fluoreszenzintensitét
von Asant Calcium Red machte zudem dynamische Messungen, aufgrund
der langen Integrationszeiten zum FErreichen eines akzeptables Signal-zu-
Rausch-Verhéltnisses, unmoglich.

4.3.4 Zusammenfassung und Ausblick

Es konnte erfolgreich ein System fiir FLIM etabliert werden, welches mittels
eines Superkontinuum-Lasers in der Lage ist, ein breites Anregungsspek-
trum abzudecken. Anhand der in dieser Arbeit ermittelten Daten wurden
Kalziumindikatoren identifiziert, die sich eignen, um mittels der Fluores-
zenzlebensdauer, die Kalziumkonzentration in Erythrozyten zu bestimmen.
Fluo-8, Calcium Green’™ | Oregon Green® 488 BAPTA 2 und Fura Red™
sind geeignete Kandidaten fiir weiterfithrende Kalibrierungsmessungen. Falls
es moglich ist die Subpopulationen der Zellen bei der Fluoreszenz von Calci-
um Orange’™ zu erkliren, ist auch dieser Indikator ein geeigneter Kandidat
fiir eine Messung der Fluoreszenzlebensdauern bei kalibrierten Kalziumkon-
zentrationen. Nach der Kalibrierung der Fluoreszenzlebensdauer gegen die
Kalziumkonzentration, sollte eine Messung der Kalziumkonzentration in ge-
sunden und pathologischen Erythrozyten durchgefiihrt und mit bestehender
Ergebnissen verglichen werden.
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Anhang A

Quellcode der Simulation



/1

// Name : NumericalDiffusion.cpp
// Author  : Benjamin Sauer

/l Version :0.2 alpha

// Copyright : GNU+

// Description : Ansi-style

/1
#define _USE_MATH_DEFINES
#include <iostream>

#include <cmath>

#include <iomanip>

#include <fstream>

#include <string>

#include <sstream>

#include <time.h>

using namespace std;

int main() {
/-

// Variablen
//-

//Statische Variablen
clock_t start, end;

start = clock();

time_tt;

t=time(NULL);

char* c_time_string;
c_time_string= ctime(&t);

//Berechnugnsparameter Parameter
const long double ten=10;

const long double KO=2000;

const long double n=250;

/[Fixe Parameter

const long double rep0=90*pow(ten,6);
const long double h=6.606"pow(ten,-34);
const long double c=300000000;
/Variable Parameter

const long double L=0.00001;

const long double dx=(L)/(n);

const long double NA=1.49;

const long double g=0.664;

const long double P0=0.090;

const long double tau=148*pow(ten,-15);
long double lambda=705*pow(ten,-9);



long double wO=lambda/NA;
/[Experimentelle Parameter
long double

pick=1;
Standard Pickrate

pick;

//Anderung der Pickrate

cout << "pulserate="<<repO<<endl<<"choose pickrate'

int pic=0;

cin >>pic;

pick=(long double) pic;
long double P=P0/

Lesitung pro Puls

const long double

K=KO0*pick;
Auflésung

pick;

long double rep=rep0/

Repetitionsrate

long double dt=1/

(rep*K);
Zeitschrittweite

long double

time1=0.167;

Laser

long double

time2=10;
Standradzeit ohne Laser

//Anderung der Zeiten
cout<<"1: Read in times?"<<end];
cout<<"2: Readin pulse number and time?"<<endl;
cout<<"3: Pulse number and acquisition rate?"<<endl;
int wif=0;
cin>>wif;
cout<<endl;
switch(witf)
{
case 1:
cout<<"Time with laser="<<end];
cin>>time1;
cout<<endl<<"Time without laser=";
cin>>time2;
break;
case 2:
cout<<"Number of pulses="<<endl;
cin>>time1;

I

'<<endl;

/[Anpassen der

//Anpassen der Zeit

/[Apassen der

/[Anpassen der

//Standarzeit mit

I



time1=time1*1000/rep;
cout<<endl<<"Time without laser="<<endl;
cin>>time2;
break;
case 3:
cout<<"Number of pulses="<<endl;
cin>>time1;
time1=time1*1000/rep;
cout<<endl<<"Acquisition rate="<<end|;
cin>>time2;
time2=1/time2;
time2=time2*1000-time1;
if(time2<0)
{
cout<<"please check rate and pulstrain length";
return O;
}
break;
default:
cout<<"You entered a wrong number"<<endl;
return O;
}
//Substanz Parameter
long double d=1.4/pow(ten,10);
long double dCa=2/pow(ten,10);
long double qe=0.70;
long double sigma=0.6*pow(ten, -58);
long double lam=20000;
string stuff;
//Anderung der Substanz Parameter
cout <<"please choose a substance"<<endl;
cout << "1 DM Nitrophen"<<endl;
cout << "2 NDBF EGTA"<<end!;
cout << "3 NPE HPTS"<<endl;
cout << "4 Input free parameters"<<endl|;
int choice=0;
cin >> choice;
if(choice==1)
{
d=1.47/pow(ten,10);
dCa=2/pow(ten,10);
qe=0.18;
sigma=0.01*pow(ten, -58);
lam=38000;
cout<<"You chose DM Nitrophen"<<endl;
stuff=("DM_Nitrophen");



else
{
if(choice==2)
{
}
else
{
{
}
else
}
}

cout<<"You chose NDBF EGTA"<<endl;
stuff=("NDBF_EGTA");

if (choice==3)

d=2.3/pow(ten,10);
dCa=2.3/pow(ten,10);

ge=.2;

sigma=8.84*pow(ten, -58);
lam=550;
cout<<"You chose NPE HPTS"<<endlI;

stuff=("NPE_HPTS");

if(choice==4)

{

else

cout<<"D cage? [107-6 cm”"2/s]"<<endl;

cin >> d;

d=d/pow(ten,10);

cout<<"D substance? [107-6 cm”"2/s]"<<endl;
cin>> dCa;

dCa=dCa/pow(ten,10);

cout<<"Quantum efficiency?"<<endl;

cin>> qge;

cout<<"Absorption cross section? [GM]"<<endl;
cin>> sigma;

sigma=sigma*pow(ten, -58);

cout<<"Wrong input, using standard values"<<endl;

//Anderung der Wiederholungen

cout<<"Choose number of repetitions"<<endl;
int repetitions=1;
cin>>repetitions;



long double dAc=d;
//Matrizenparameter
//Kafigsubstanz
long double e=1-2*d*dt/pow(dx,2);
long double f=(d*dt/pow(dx,2));
//Kalzium
long double eCa=1-2*dCa*dt/pow(dx,2);
long double fCa=(dCa*dt/pow(dx,2));
//Kafigsubstanz im angeregten Zustand
long double eAc=1-2*dCa*dt/pow(dx,2)-lam*dt;
long double fAc=dCa*dt/pow(dx,2);
//Berechnung der Rechenschritte
long double m1=rep*time1/1000;
long double m2=rep*time2/1000;
long double m=m1+m2;
//Anderung der Auflésung in der Ausgabe
cout <<"Number of steps = "<<m<<endl;
intres=1;
int res2=1;
cout<< "Res 1 ="<<res<<" Res 2 ="<<res2<<endl;
cout<< "1: Continue!"<<endl;
cout<<"2: Change Resolution!"<<endl;
int resdec=0;
cin>>resdec;
switch(resdec)

{

case 1:

break;

case 2:
cout<<
"Resolution 1 ="<<endl;
cin>>res;

cout<<endl<<"Resolution 2 ="<<endl;
cin>>res2;
break;
default:
cout<<"You entered a wrong number'<<end|;
return O;
}
/[corref to adapt to experimental data!!
long double corref=0.05;
ge=qe*corref;
//Berechnung der Effizienz



long double eff=(2*ge*sigma*pow(lambda,2)*g*pow(P,2))/(pow(h,2)*pow(c,
2)*pow(rep,2)*tau*pow(w0,4)*pow(M_PI,2));

cout <<"Efficiency = "<<eff<<endl;

/nitiieren der Variablen zur Berechnung

/IGesamtmenge

long double *amount;

amount = new long double [(int)ym+1];

long double am=0;

//Linearraum zur Berechnung

long double *x= new long double [(int) n];

for(int i=0;i<=(int)n;i++)

{
}

//Diffusionsmatrizen initiieren

//Ké&fig Substanz

long double *u=new long double[(int)n+1];
for (int i=0;i<=(int)n;i++)

{

x[i]=(long double)i*dx;

ufil=1;

}

long double *V= new long double[(int)n+1];
for (int i=0;i<=(int)n;i++)

{
}

//IKafigsubstanz im angeregten Zustand
long double *w=new long double[(int)n+1];
for (int i=0;i<=(int)n;i++)

{
}

long double *C = new long double[(int)n+1];
for (int i=0;i<=(int)n;i++)

{
}

//Freigesetzte Substanz
long double *r=new long double[(int)n+1];
for (int i=0;i<=(int)n;i++)

{
}

long double *R = new long double[(int)n+1];
for (int i=0;i<=(int)n;i++)

V[il=1;

w([i]=0;

Clil= 0;

r[i]=0;



{
}

long double *Rx = new long double[(int)ym+1];
for (int i=0;i<=(int)ym*repetitions;i++)

{

}
/[Zeit

long double *ti=new long double[(int)n+1];
for (int i=0;i<=(int)n;i++)

Rli]= 0;

Rx[i]= O;

{
tifi]=1;
}
cout<<mi1<<","<<m2<<","<<m<<endl;
//-
//Dateien vorbereiten
//-

//Dateinamen generieren
string name1("CScwl");
string name3("Cacwl");
string name4("Accwl");
string name5("Metadata");
string name6("Time");
string name2=("Caa");
string MHz("Hz");
string mW=("W");
string msec=("ms");
stringstream NumberString;
NumberString <<c_time_string;
string Number = NumberString.str();
name1+=Number+".csv";
name2+=Number+".csv";
name3+=Number+".csv";
name4+=Number+".csv";
name6+=Number+".csv";
name5+=Number+".txt";
ofstream myfile;
myfile.open (name1.c_str());
myfile.close();

myfile.open (name3.c_str());
myfile.close();

myfile.open (name4.c_str());



myfile.close();

myfile.open (hname2.c_str());
myfile.close();
myfile.open (name5.c_str());
myfile <<"Metadata" << endl;
myfile<<endl;
myfile<<"repetition rate:"<<rep<<" time with laser:"<<time1<<" number of pulses
"<<time1*rep/1000<<" time without laser:"<<time2<<" power:"<<P<<end|
<<"full rate power:"<<P0O<<end|
<<"educt"<<stuff<<" diffusion coefficient educt:"<<d<<" diffusion
coefficient product:"<<dCa<<endl
<<"Number of pulsetrains:"<<repetitions<<end|
<<"pulse duration:"<<tau<<" two-photon absorption cross-
section:"<<sigma<<" quantum efficiency:"<<ge<<endl
<<"efficiency:"<< eff << end|
<<"Calculation parameters"<<endl<<endl
<<"pulse parameter:"<<g<<end|
<<"dx:"<<dx<<" spacing"<<L<<endl
<<"dt:"<<di<<" K:"<<K<<" n:"<<n
<<"wavelength"<<lambda<<" focussize:"<<wO<<end|
<<"resolution with laser:"<<res<<" resolution without laser:"
<<res2<<endl;
myfile.close();
myfile.open (name6.c_str());
myfile.close();
long double hours;
long double minutes;
long double seconds;
long double ehours;
long double eminutes;
long double eseconds;

II-

//Berechnung mit Laserpulsen

/-

for(int reps=0;reps<repetitions;reps++)

{
int counter2=0;
int reser=0;
int maxer=0;
for(int i=0;i<=(int)m1;i++)
{
Rx[((int)i)+((int)reps)*((int)m)]=CI[((int)n)/2];



int mod =i;
if(mod%res ==0)
{
cout << reps <<" of "<<repetitions<<" Repetitions " << i
+reps*m<<"/" <<repetitions*m<<endl;
cout<<V[((int)n)/4]<<"," << V[((int)n)/
2]<<","<<V[((int)n)*3/4]<<endl;
cout<<R[((int)n)/4]<<"," << R[((int)n)/
2]<<""<<R[((int)n)*3/4]<<endl;
cout<<CI[((int)n)/4]<<"," << C[((int)n)/
2]<<","<<C[((int)n)*3/4]<<endl;
end = clock();
seconds=end/1000000;
eseconds=(m*repetitions)/((reps+1)*i)*seconds;
ehours=eseconds/3600;
eseconds=eseconds-(long double)3600*(int)ehours;
eminutes=eseconds/60;
eseconds=eseconds-(long double)60*(int)eminutes;
hours=seconds/3600;
seconds=seconds-(long double)3600*(int)hours;
minutes=seconds/60;
seconds=seconds-(long double)60*(int)minutes;
cout<<(int)hours<<"h "<<(int)minutes<<"min
<<(int)seconds<<"s of "<<(int)ehours<<"h "<<(int)eminutes<<"min
<<(int)eseconds<<"s"<<end|l;
//\Werte schreiben
/IKafigsubstanz mit Laser
myfile.open (name1.c_str(), ios::app);
for (int j=0; j<(int)n; j++)

{

n

myfile << V[j] <<" ";

}

myfile << endl;

myfile.close();

//Kalzium mit Laser

myfile.open (name3.c_str(), ios::app);

for (int j=0; j<(int)n; j++)
myfile << C[j] <<" "

}

myfile << endl;

myfile.close();

//Kafigsubstanz in angeregten Zustand

myfile.open (name4.c_str(), ios::app);



for (int j=0; j<(int)n; j++)

{
}

myfile << endl;

myfile.close();

//Kalzium Gesamtmenge

myfile.open (name2.c_str(), ios::app);
myfile << amount[i] <<" ";

myfile << endl;

myfile.close();

/[Time

myfile.open (name6.c_str(), ios::app);
myfile << (i+reps*m)/rep <<" "
myfile << endl;

myfile.close();

myfile << R[] <<"

}

/ILaserpuls ausfuhren
for(int j=1;j<(int)n;j++)

{
ROI=RE1+(V{T*eff*exp(-(x[]-x[((int)n)/2])* (x[j]-x[((int)n)/2])/
(WO*w0)));
am=am-+(V[j]*eff*exp(-(x[j]-x[((int)n)/2])*(X[j]-x[((int)n)/2])/
(W0*w0)));
amount[i+1]=am,;
V[iI=V{il*(1-eff*exp(-(x[]-x[((int)n)/2])* (x[j]-x[((int)n)/2])/
(WO*w0)));
}

//Randbedingungen wiederherstellen
for(int j=0;j<=(int)K;j++)
{

C[0]=0;

C[(int)n]=0;

R[0]=0;

R[(int)n]=0;

V[0]=1;

V[(int)n]=1;

}

//Diffusion berechnen
for(int j=0;j<=(int)K/2;j++)
{
for(int k=1;k<(int)n;k++)
{
ulk]=V[k-11*f+V[K]*e+V[k+1]*f;
r[k]=R[k-1]*fAc+R[k]*eAc+R[k+1]*fAc;



w[k]=C[k-1]*fCa+C[k]*eCa+C[k+1]*fCa+lam*dt*R[K];

}
for(int k=1;k<(int)n;k++)
{
VIK]=u[k-1T*f+u[K]*e+u[k+1]*f;
RIKk]=r[k-1]*"fAc+r[K]*eAc+rk+1]*fAc;
Clk]=w[k-1]*fCa+w[k]*eCa+w[k+1]*fCa+lam*dt*r[k];
b
¥
}
/-
//Berechnung ohne Laserpulse
/-

int counter=0;
for(int i=1;i<=(int)m2;i++)
{
Rx[((int)i)+((int)m1)+((int)reps)*((int)m)]=C[((int)n)/2];
int mod =i;
long double factor=abs((Rx[(int)i+(int)m1+(int)reps*(int)m]-Rx[(int)i+
(int)m1 +(int)reps*(int)m-1])*(Rx[(int)i+(int)m1 +(int)reps*(int)m]-2*Rx[(int)i+(int)m1+
(int)reps™(int)m-1]+Rx[(int)i+(int)m1+(int)reps*(int)ym-2]))*30000000000000;
long double factord=abs(Rx[(int)i+(int)m1+(int)reps*(int)m]-Rx[(int)i
+(int)ym1+(int)reps*(intym-1]);
long double factor5=abs(Rx[(int)i+(int)m1+
(int)reps™(int)m]-2*Rx[(int)i+(int)m1+(int)reps*(int)m-1]+Rx[(int)i+(int)m 1+
(int)reps™(int)m-2]);
int decider=0;
/lcout<<factor<<endl;
if(factor<=0.1)
{

counter=counter+1;

}
if(factor>0.1)

{

decider=1;
cout<<"Faktor!"<<endl;
counter2=counter2+1;

}
if(factord<pow(ten,-10))
{
decider=1;
if(factor5>pow(ten,-10))
{

cout<<"Max!"<<endl;
maxer=1;



}

else
{
decider=0;
}
}
if(counter==res2)
{
decider=1;
counter=0;
reser=reser+1;
}
end = clock();

seconds=end/1000000;
eseconds=(m*repetitions)/((reps+1)*(i
+m1))*seconds;
ehours=eseconds/3600;
eseconds=eseconds-(long
double)3600*(int)ehours;
eminutes=eseconds/60;
eseconds=eseconds-(long
double)60*(int)eminutes;
hours=seconds/3600;
seconds=seconds-(long
double)3600*(int)hours;
minutes=seconds/60;
seconds=seconds-(long
double)60*(int)minutes;
if(end%3000000==0)
{
cout<<(int)hours<<"h
"<<(int)minutes<<"min "<<(int)seconds<<"s of "<<(int)ehours<<"h
"<<(int)eminutes<<"min "<<(int)eseconds<<"s"<<endl;
cout<<endl;
}
if(decider==1)
{
cout<<reps<<" of "<<repetitions<<" Repetitions " << i
+m1+reps*m<<"/" <<repetitions*m<<endl|;
cout<<V[((int)n)/4]<<"," << V[((int)n)/
2]<<","<<V[((int)n)*3/4]<<endl;
cout<<R[((int)n)/4]<<"," << R[((int)n)/
2]<<""<<R[((int)n)*3/4]<<endl;
cout<<CI[((int)n)/4]<<"," << C[((int)n)/
2]<<","<<C[((int)n)*3/4]<<endl;
//Werte schreiben



}

//IKafigsubstanz ohne Laser
myfile.open (name1.c_str(), ios::app);
for (int j=0; j<(int)n; j++)

{

myfile << V[j] <<" ";
}
myfile << endl;
myfile.close();
/IKalzium ohne
myfile.open (name3.c_str(), ios::app);
for (int j=0; j<(int)n; j++)

{
}

myfile << endl;

myfile.close();

/IKé&figsubstanz im angeregten Zustand
myfile.open (name4.c_str(), ios::app);
for (int j=0; j<(int)n; j++)

{
}

myfile << endl;

myfile.close();

myfile.open (name6.c_str(), ios::app);
myfile << (i+m1+reps*m)/rep <<"";
myfile << endl;

myfile.close();

decider=0;

counter=0;

myfile << C[jl <<" "

myfile << R[j] <<" ";

//Randbedingungen wiederherstellen
for(int j=0;j<=(int)K;j++)

{

}

C[0]=0;
C[(int)n]=0;
V[0]=1;
V[(int)n]=1;
R[0]=0;
R[(int)n]=0;

//Diffusion berechnen
for(int j=0;j<=(int)K/2;j++)

{

for(int k=1;k<(int)n;k++)



ulk]=VIk-1]*F+V[K]*e+V[k+1]*f;
rk]=R[k-1]*fAc+R[K]*eAc+R[k+1]*fAc;
w[k]=Clk-1]*fCa+C[K]*eCa+Clk+1]*{Ca+lam*dt*R[K];

}

for(int k=1;k<(int)n;k++)

{
V[k]=u[k-1]*f+u[k]*e+u[k+1]*;
R[k]=r[k-1]*fAc+r[k]*eAc+r[k+1]*fAc;
Clk]=w[k-1]*fCa+w[k]*eCa+w[k+1]*fCa+lam*dt*r[k];

}

}
}
//Ausgabe Parameter in Metafile Gbertragen
myfile.open (name5.c_str(), ios::app);

myfile<<"Factor"<<reps<<"="<<counter2<<end|;
myfile<<"Max"<<reps<<"="<<maxer;
myfile<<"Reser"<<reps<<"="<<reser;
myfile << endl;
myfile.close();

}

//Speicher freigeben

delete[] x;

delete[] V;

delete[] C;

delete[] u;

delete[] w;

delete[] amount;

cout<<"Finished";

return EXIT_SUCCESS;
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Anhang B

Beschreibung der Steuerbefehle
fiir die DSC

RS232 Kommunikationsparameter

e Baudrate 57600
e Daten-bits 8

e Paritit keine

e Stop-bit 1

e Flusskotrolle keine

Kommandos um die Abtast Kontroll DSP anzusprechen

Aus der firmware Beschreibung Scan Control DSP v1.7.0 Kontrollkomman-
dos werden vom PC als Bytes gesendet.

Kommando Syntax: eine Kommandozeile wird mittels eines Semikolons oder
eines return-Zeichens beendet.

Kommando Namen sind ein char lang. Alle Leerzeichen werden ignoriert.
Der erste nicht Leerzeichen char wird als Kommando interpretiert. Unmit-
telbar nach diesem char startet die Parameterliste. Parameter werden von
Kommas separiert.

Kommandos geben einen Wert zuriick oder nicht wie in der Kommandobe-
schreibung angegeben.

// Definition der DSP Kontrollkommandos
DSP_CMD_DO_NOTHING "#’

// tut nichts, aber beschéftigt das interface und signalisiert einen break
//der Protokollausfithrung, kann auch als Kommentarmarker verwendet
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// werden
// keine Argumente
// keine Antwort

DSP_CMD_ RETURN INFO 'R’

// teilt der DSP mit einen null terminated string zuriickzugeben
// keine Argumente

// Gibt einen string ,,TILL scan control DSP v%s \*, bei

// dem %s ersetzt wird durch die versionsnummer

DSP_CMD_ CLEAR_PROT'C’

// Loscht das Abtastkontrollprotokoll

// Keine Argumente

// Gibt eine Nummer als Status/Fehler-Kode zurtick

DSP_CMD_ADD_ PROT CMD A’

// Fiigt ein Kommando der Abtastprotokollliste hinzu

// Argumente:

// chart { Abtast-Kontroll-Kommando (siehe oben))

// Zyklen t (Zyklus (Aktueller Typ long))

// int (Kanal)

// int { Wert)

// Alle Argumente miissen prisent sein, Auch wenn sie im Abtastkommando
// micht vorkommen.

//

// Gibt eine Nummer als Status/Fehler-Kode zurtick

DSP_CMD_EXECUTE_PROT T’
// Fiihrt das Protokoll aus
// Keine Argumente

//

// Gibt eine Nummer als Status/Fehler-Kode zurtick

DSP_CMD_LIST PROT 'L’

// Listet Protokoll auf

// Keine Argumente

// Gibt eine Liste des Protokolls im Speicher oder die Nachricht
// ,No Protokoll in Memory. \n \r* zuriick

DSP_CMD_ SHOW BUFFER 'B’
// Zur Fehlerbehebung
// Zeigt den Inhalt des Puffers fiir den Abtastkanal ,Kanal®
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// Argument:
// int (Kanal)
// Gibt den Inhalt des Puffers zuriick, kein Fehlerkode

DSP_CMD_SHOW VALUE ’?’

// Zeigt den aktuellen Wert des Abtastkanals ,Kanal®
// Argument:

// int (Kanal)

// Gibt eine Zahl zuriick: den Wert, kein Fehlerkode

DSP_CMD_ SET VALUE 'V’

// Setzt direkt den Wert eines Abtastkanals. Wie 'V’ Kommando in

/ // einem Abtastprotokoll, aber das aktuelle Protokoll bleibt unangetastet
// und der Wert wird direkt gesetzt nachdem die Zeile verarbeitet wurde.
// Argumente:

// int (Kanal)

// long (Value)

//

// Gibt eine Nummer als Status/Fehler-Kode zuriick

DSP_CMD_SET OFFSET °0’

// Setzt den offset Wert eines Galvanometerkanals (Kanal 3-6) in Zahlungen
// (nicht Mikro-Z&hlungen).

// Der offset wird zum Wert des Kanals addiert bevor der Wert an die

// Galvanometersteuerung iibermittelt wird.

// Argumente:

// int (Kanal)

// long (Value), Reichweite: -32768 .. 32767

//

// Gibt eine Nummer als Status/Fehler-Kode zuriick

Abtast-Kontroll-Kommandos

Die Abtast-Kontroll-Kommandos haben drei Parameter:

Zyklus (long; 48 bit)

// Nummer des 10 us Zyklus, in welchem das Kommando ausgefiihrt werden
// soll

Kanal (integer; 24 bit)

// Ausgabekanal, dessen Inkrement gedndert wird

Wert (long; 48)

// Wert der gesetzt werden soll



ANHANG B. STEUERBEFEHLE DER DSC 137

Die Abtast-Kontroll-Kommandos sind

scan_cmd_do_ nothing = (int) '0’,

// Attrappen Kommando, zum Beispiel um die Ausfiihrung eines
// Kommandos nach dem letzten ,echten Kommandos

// zu verzogern.

scan_cmd_set value = (int) "V’

// Kommando, um direkt den Wert eines Ausgabekanals zu setzen.
// Zyklus: 10 us Zyklus, in welchem der Wert zu setzen ist

// Kanal: Kanal, welcher zu setzen ist

/) Wert: Wert, auf welchen der Kanal gesetzt werden soll

scan_cmd_set value relative = (int) 'R’,
// Kommando den Wert eines Ausgabekanals relativ zu dem
// jetzigen Wert zu setzen

scan_cmd_set increment 1 = (int) 'T’,

// Kommando um den Wert zu setzen, um den ein Kanal jeden Zyklus
// inkrementiert wird ("= 1. Ableitung).

// Zyklus: 10 us Zyklus, in welchem der Wert zu setzen ist

// Kanal: Kanal, dessen 1. Inkrement zu setzen ist

// Wert: Wert, auf welchen der Kanal gesetzt werden soll

scan_cmd_set increment 2 = (int) 'J’,

// Kommando um den Wert zu setzen, um den das Inkrement eines Kanals
// jeden Zyklus inkrementiert wird (~= 2. Ableitung).

// Zyklus: 10 us Zyklus, in welchem der Wert zu setzen ist

// Kanal: Kanal, dessen 2. Inkrement zu setzen ist

// Wert: Wert, auf welchen der Kanal gesetzt werden soll

scan_cmd_switch offset = (int) ’O’,

// Kommando um den offset eines Abtastkanals (3-6) an- und auszuschal-
ten.

// Die offsets sind ausgeschaltet wenn das Protokoll startet.

// Zyklus: 10 us Zyklus, in welchem der offset geschaltet wird

// Kanal: Kanal, dessen offset geschaltet wird

// Wert: 0: aus ; 1: an

scan_cmd_loop_star = (int) ’S’,
// Startet eine Schleife; Bis zu 100 Schleifen kénnen geschachtelt werden



ANHANG B. STEUERBEFEHLE DER DSC 138

Anm. des Autors // Zyklus: 10 us Zyklus, in welchem die Schleife startet
// Kanal: ungenutzt
// Wert: Zahl der Iterationen

scan_cmd_loop end = (int) 'E’,

// Startet eine Schleife; Bis zu 100 Schleifen konnen geschachtelt werden
Anm. des Autors // Zyklus: 10 us Zyklus, in welchem die erste Iteration der
Schleife endet

// Kanal: ungenutzt

// Wert: ungenutzt

Anm. des Autors nach der Schleife ist der ndchst mogliche Zyklus fiir ein
Kommando der Zyklus nachdem die letzte Iteration der Schleife ausgefiihrt
wurde.

scan_cmd_wait_trig rising = (int) 'U’,

// Warte auf ansteigendes TTL-Signal

// Zyklus: Ausfiihrung der Kommandos nach diesem Zyklus werden

// angehalten bis ein ansteigendes TTL-Signal detektiert wurde

// (Verwende nicht Zyklus=0)

// Kanal: ungenutzt

// Wahrend das Protokoll auf das TTL-Signal wartet werden Inkremente
// nicht ausgefiihrt

// Sollte nicht in Zyklus 0 verwendet werden!

scan_cmd_wait_trig falling = (int) 'D’,
// Warte auf fallendes TT-Signal
// Parameter und Gebrauch sind wie bei scan _cmd wait _trig_rising
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