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Geleitwort
Das vorliegende Buch von Frau Judith Krawinkel befasst sich mit der Manipulation
von lebenden Zellen mittels laserbasierten Methoden in Wechselwirkung mit Goldnano-
strukturen, insbesondere Goldnanopartikeln. Durch Bestrahlung von Goldnanopartikeln
lassen sich bei geeigneter Wahl der Wellenlänge kollektive Schwingungen der Oberflächen-
elektronen (engl. surface plasmon resonance) anregen, deren Ausprägung zusätzlich von
der Größe und Geometrie der jeweiligen Partikel abhängt. Diese Plasmonenantwort der
Partikel lässt sich einerseits durch die unter Umständen auftretende Absorption bei der
Resonanzwellenlänge nutzen oder durch die am Partikel auftretende Nahfeldüberhöhung,
um am Partikel liegende zelluläre Strukturen wie Zellmembranen oder Makromoleküle zu
beeinflussen. Innerhalb der Zellbiologie stellt dieses Einschleusen von Fremdmolekülen,
zum Beispiel zur gezielten Genexpression oder dem Ausschalten bestimmter Gene, eine
zentrale Methode dar. Weitere Anwendungsfelder sind das gezielte Abtöten von Zellen
oder Bakterien im Rahmen einer Tumor- oder Infektionstherapie. Die Vorteile gegenüber
einer rein laserbasierten Methode sind dabei einerseits die deutlich höhere Geschwindig-
keit, da eine Vielzahl von Zellen parallel bearbeitet werden kann, und andererseits, dass
eine Konjugation der Partikel ein gezieltes Anheften der Partikel an bestimmte Zellen
erlaubt und somit auch eine hochselektive Methode der Zellmanipulation ermöglicht
wird.

Dieses Buch gliedert sich in drei wesentliche Teile, der erste Teil befasst sich mit der
Zellmanipulation mittels sphärischer Goldnanopartikel, um humane Primärzellen mit
Fremdmolekülen zu beladen. Dieser Ansatz wird derzeit in verschiedenen internationa-
len Forschungsgruppen entwickelt, wurde jedoch bislang nicht, wie hier geschildert, an
Primärzellen – humanen Fibroblasten – eingesetzt. Im zweiten Teil stellt Frau Krawinkel
einen neuartigen Ansatz zur intrazellulären Manipulationen von Zellen vor, indem pep-
tidkonjugierte Nanopartikel zunächst von den Zielzellen aufgenommen werden und dann
mittels Laser manipuliert werden. Im dritten Teil erweitert Frau Krawinkel das Spektrum
der nutzbaren plasmonischen Nanostrukturen um strukturierte Goldoberflächen und
demonstriert erstmalig eine Anwendung zur Manipulation von Biofilmen. Die dazu
eingesetzten und hier behandelten Techniken umfassen dabei unter anderem verschiedene
Mikroskopieverfahren, insbesondere Fluoreszenz- und Multiphotonen-basierte Techniken,
um Perforationseffizienz und Zellvitalität zu erfassen, zellbiologische Verfahren und
Essays, wie beispielsweise Gelelektrophorese und automatisierte Zellzähler. Im Hinblick
auf hochauflösende Verfahren kommen auch elektronenmikroskopische Verfahren zum
Einsatz und geben der Leserschaft Einsicht in die Mechanismen und Vorgänge auf
intrazellulärer Ebene. Theoretische Simulationen der Prozesse können so direkt mit den
experimentellen Ergebnissen abgeglichen werden.



VI Geleitwort

Mit der vorliegenden Arbeit zeigt Frau Krawinkel neue, vielversprechende Perspektiven
für die laserbasierte Manipulation von Zellen und Biofilmen auf, die ein berührungsloses,
steriles und virenfreies Arbeiten an Zellen erlauben. Durch ihre ausführliche Analyse der
Prozesse mittels fluoreszenzmikroskopischer und elektronenmikroskopischer Verfahren
kann sie so wichtige Beiträge für den Bereich der plasmonenbasierten Zellmanipulation
darlegen und stellt diese der Leserschaft detailliert und doch gut verständlich dar. Die
fachliche Breite als auch die Breite an Analysemethoden geben einen sehr guten Überblick
über das Gebiet der optisch-induzierten Zellperforation mittels gepulster Laserstrahlung.

Ich wünsche dem Werk ein breites Publikum und die Aufmerksamkeit der Fachwelt,
die es verdient.

Univ.-Prof. Dr. Alexander Heisterkamp
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Zusammenfassung
Um bisher nur unzureichend behandelbare Krankheiten therapieren zu können, wird an
immer neuen Verfahren geforscht. Der Fokus zellbasierter Therapien liegt auf der Gen-
therapie, dem Einbringen von Wirkstoffen in oder dem gezielten Eliminieren von Zellen.
Einzubringende Moleküle müssen effizient, zielgerichtet und im Hochdurchsatz in eine
Vielzahl von Zellen gelangen ohne – außer beim Eliminieren – deren Lebensfähigkeit zu
beeinträchtigen. Trotz der unterschiedlichen Anforderungen an die für die verschiedenen
Ziele benötigten Methoden besitzt die Interaktion von Laserstrahlung mit Goldnano-
strukturen wie Goldnanopartikeln (AuNP) das Potential, ein breites Spektrum dieser
zu erfüllen. Durch die Wechselwirkung können chemische, thermische und mechanische
Schäden an biologischen Materialien wie Zellen induziert werden, deren Ausmaß und
somit deren Anwendung von den Parametern der Interaktionspartner abhängt. Aller-
dings sind diese vielfältig und die zugrunde liegenden Mechanismen nur für ausgewählte
Systeme untersucht.

Ziel dieser Arbeit war, drei neuartige Ansätze vorzustellen, die mit verschiedenen
Goldnanostrukturen bei – mit Ausnahme der Fluenz – gleichbleibenden Laserparametern
(532 nm, τPuls = 1 ns, 22,5 kHz) Zellen mittels plasmoneninduzierter Effekte manipulieren,
sowie die jeweils verwendeten Mechanismen aufzuzeigen. Durch die Laserpulsdauern
von 1 ns dominierten bei allen Anwendungen thermisch induzierte Effekte. Zu ihnen
zählen Kavitationsblasen, die durch ihr Auf- und Abschwingen sowie das Aussenden von
Schockwellen das biologische Material zusätzlich mechanisch schädigen. Insbesondere
bei sensibleren Zellen tragen z. B. radikale Sauerstoffspezies auch chemisch zur Manipu-
lation bei. Entstehen dabei transiente Perforationen können extrazelluläre Moleküle ins
Zytoplasma gelangen. Permanente Schädigungen führen zum Eliminieren der Zellen.

Mit membranadhärenten sphärischen AuNP wurden bereits Zellen erfolgreich trans-
fiziert. Allerdings erfolgte die Untersuchung der optimalen Parameter vornehmlich an
Zelllinien. Um diese durch Parameterstudien mit primären humanen Gingivafibroblasten
(pHFIB-G) zu ergänzen, wurden für den ersten Ansatz AuNP mit 200 nm Durchmesser
genutzt. Der Vergleich zur Tumorzelllinie ZMTH3 bestätigt die Zelltypunabhängigkeit
des Perforationsmechanismus mit diesen AuNP. Trotz der gleichen optimalen Laserfluenz
von 25 mJ/cm2 reagierten pHFIB-G sensibler auf die induzierten Effekte. Die Zugabe von
Ascorbinsäure als Radikalfänger maximierte ihre Lebensfähigkeit nach dem Bestrahlen
(97,5 %) und die Manipulationseffizienz (91,5 %) auf mit den ZMTH3 vergleichbare
Werte.

Der zweite Ansatz nutzt peptidkonjugierte AuNP-Agglomerate (CPP-AuNP), die
zusammen mit den einzubringenden Molekülen mittels Endozytose von ZMTH3 auf-
genommen wurden. Aufnahmen mit dem Transmissionselektronenmikroskop (TEM)
bestätigten, dass ein externer Trigger benötigt wird, damit der Endosomeninhalt ins
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Zytoplasma gelangt. Durch Bestrahlen mit Fluenzen oberhalb der Schwellfluenz von
25 mJ/cm2 wurden die Endosomen räumlich und zeitlich selektiv aufgebrochen und ihr
Inhalt – die AuNP sowie die einzubringenden Moleküle – bei mindestens 58 % der Zellen
ins Zytoplasma freigesetzt. Die Lebensfähigkeit der Zellen und andere intrazelluläre
Kompartimente wurden dabei nicht signifikant beeinträchtigt, obwohl im Zentrum der
CPP-AuNP mit ∼ 1037 ℃ Temperaturen um den Schmelzpunkt von Gold (1063 ℃)
induziert wurden. Dadurch desagglomerierten die CPP-AuNP. Bei erneutem Bestrahlen
können sie somit keine weiteren Schäden anrichten und einfacher aus der Zelle heraus
gelangen. Durch direkte Konjugation von Molekülen an die CPP-AuNP kann die Selek-
tivität dieser Methode erhöht werden. Geeignete Linker und Moleküle müssten in einem
nächsten Schritt untersucht werden.

Im dritten Ansatz wurde beim Bestrahlen goldbeschichteter Oberflächen durch den
Energieeintrag Gold abladiert. Dabei wurden AuNP und Kavitationsblasen generiert, die
ZMTH3 irreversibel schädigten. Mit einer fast zehn Mal größeren Fluenz von 225 mJ/cm2

wurde so die Permeabilität von Bacillus subtilis-Biofilmen erhöht bzw. wurden dehydrierte
Biofilme durch polymerisieren zerstört.

Während die ersten beiden partikelbasierten Ansätze es ermöglichen, exogene Moleküle
auf unterschiedlichen Wirkebenen effizient in eukaryotische Zellen einzubringen, erwiesen
sich goldbeschichtete Oberflächen zum Eliminieren dieser oder zum Manipulieren bzw.
Ausmerzen von robusteren Zellen wie Bakterien in Biofilmen als geeigneter.

Die erzielten Ergebnisse zeigen die unterschiedlichen Anwendungsgebiete plasmonen-
basierter Zellmanipulation und tragen zum Verständnis der jeweils zugrunde liegenden
Mechanismen bei.



1 Einleitung
Trotz der rasanten Entwicklung der modernen Medizin fehlen für viele Krankheiten
wirksame Therapien. Untersuchungen zu Krankheitsursachen, -prozessen und Therapien
sowie die Suche nach wirksamen Therapeutika müssen daher ergänzt werden durch eine
Technologiebasis u. a. für prototypische Verfahren zum Verabreichen von Wirkstoffen
(„Drug delivery“), zu Diagnose und Therapie [1]. Bei diesen Verfahren spielen zellbasierte
Ansätze eine große Rolle. In der Zellmanipulation geht es sowohl um die genetische
Modifikation von Zellen als auch um das Einbringen von Wirkstoffen mit therapeutischem
Nutzen und um das gezielte Eliminieren von Zellen.

Die Zellmembran bildet eine natürliche Barriere der Zellen gegen exogene Moleküle.
Um diese dennoch gezielt einzubringen, gibt es verschiedene biologische, chemische und
physikalische Verfahren mit individuellen Vor- und Nachteilen. 1984 nutzten Tsukakoshi et
al. erstmals einen Laser (355 nm, τPuls = 5 ns), um Zellen zu transfizieren, d. h. genetisches
Material in sie einzubringen. Sie generierten mit Hilfe eines fokussierten Lasers kleine,
reversible Löcher in der Zellmembran, durch die Desoxyribonukleinsäure (DNA) in
die Zellen diffundierte [2]. Seit dieser sogenannten Optoinjektion zur Manipulation
einzelner Zellen wurden Manipulationsverfahren mit unterschiedlichen Parametern stetig
weiterentwickelt.

Ziel der Entwicklung neuer Verfahren, insbesondere für klinische Anwendungen, sind
ein hoher Durchsatz erfolgreich manipulierter Zellen und – mit Ausnahme des gezielten
Eliminierens von Zellen – eine hohe Lebensfähigkeit der behandelten Zellen. Letzteres
gilt vor allem für klinisch relevante Primär- und Stammzellen, die empfindlicher sind als
die zumeist für grundlegende Parameterstudien verwendeten Tumorzellen.

Bei der Optoporation werden im Zellkulturmedium mit dem Laser Schockwellen in-
duziert. Ihre Ausdehnung übersteigt die Größe des Laserfokus, so dass mehrere Zellen
gleichzeitig behandelt werden können. Je nach Druck der generierten Schockwellen
können Zellmembranen perforiert (5,6 J/cm2, 193 nm, τPuls = 14 ns, 1 Hz) [3], Photosensi-
bilisatoren in Biofilme zu deren Bekämpfung eingebracht (12,7 J/cm2, 532 nm, τPuls = 3 ns,
5 Hz) [4] oder Zellen transfiziert (1,3 J/cm2, 532 nm, τPuls: ns, 10 Hz) [5] werden. Im Ge-
gensatz zur Optoinjektion muss nicht jede Zelle einzeln anvisiert werden. Zudem kann ein
lokaler Temperaturanstieg transiente Schäden der Zellmembran bewirken. Absorber wie
Phenolrot verringern die für einen bestimmten Temperaturanstieg benötigte Laserfluenz
[6].

Goldnanostrukturen wie Goldnanopartikel (AuNP) wirken ebenfalls als Absorber.
Pitsillides et al. schädigten mittels Interaktion von AuNP mit Laserstrahlung (0,5 J/cm2,
532 nm, τPuls = 20 ns) Zellen lokal, um 10 kDa Dextrane in sie einzubringen [7]. Yao
et al. untersuchten systematisch das vorübergehende Perforieren von Zellmembranen
ohne die Zellen zu töten (30 mJ/cm2, 532 nm, τPuls = 6 ns, 20 Hz) [8]. Einen schwach
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