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Kapitel 1

Einleitung

Die Lebenswissenschaft ist heute ein hochaktuelles interdisziplinidres Gebiet. Es reicht
von vielseitigen Grundlagen bis hin zu praktischen Anwendungen und beriihrt aufler-
ordentlich viele Wissenschaftsgebiete. Hierbei obliegt es dem Physiker, das auf physi-
kalischen Gesetzen basierende, quantitative Verstindnis der vielfiltigen biologischen
und chemischen Phinomene voranzutreiben. Fiir quantitative Messungen muss er die
geeigneten Apparate konzipieren, sowie einfache Theorien und Modelle entwickeln,
die die experimentellen Ergebnisse moglichst exakt wiedergeben [12]. Molekulare Me-
chanismen in lebenden Zellen sind dabei von besonderem Interesse. Alle Funktionen
einer Zelle laufen iiber molekulare Steuermechanismen iiber die Zellmembran. Diese
ermoglicht eine rdumliche Trennung von intrazelluldrem Zytoplasma und der extra-
zelluldren Umgebung. Schnell ablaufende Aktivitdten in Zellen werden durch elektri-
sche Strome, den sogenannten Aktionspotentialen, vermittelt. Voraussetzung fiir das
Verstéindnis der Anderung dieser elektrischen Signale durch duBere Einfliisse, ist eine
nichtinvasive, hochsensible und spezifische Messung dieser Prozesse.

Da biologische Membranen oftmals zu komplex fiir systematische Untersuchungen sind,
werden Experimente zunfichst an Modellmembranen aus Lipiddoppelschichten durch-
gefiihrt. Mit den hieran gewonnenen Erkenntnissen lassen sich biologische Mechanis-
men leichter deuten. Doch auch der Schritt zu biologischen Systemen erfolgt iiber
wohl bekannte Systeme. Der medizinische Blutegel liefert ein System, das als Referenz
in der Entwicklung neuer Techniken eine grofle Rolle spielt. Erst dann erfolgen Un-
tersuchungen an essentiellen Systemen der Pharmakologie, wie den Herzmuskelzellen
(Kardiomyozyten) von Nagern.

Membranpotentiale werden in gréfleren Zellen, wie den Blutegel-Neuronen, durch kon-
ventionelle Mikroelektroden-Messungen bestimmt, bei denen die Zellwand durchdrun-
gen wird und daher eine Beeinflussung der zu messenden Groflen erfolgt. Die Detektion
der Membranpotentiale erfolgt dabei sehr indirekt, iiber eine grofiere rdumliche Di-
stanz. Der elegantere Weg verfolgt die Anderungen der linear optischen Eigenschaften
von eingefirbten Zellen, induziert von einer Membranpotentialinderung am Ort ihrer
Entstehung, ndmlich direkt an der Membran. Diese Technik erm&glicht auch Untersu-
chungen an Zellsuspensionen. Dazu werden Fluoreszenzédnderungen in der Intensitit
oder in der Emissionswellenléinge, meist im sichtbaren Spektralbereich, detektiert [9].
Hierin liegt auch schon ein Problem der Fluoreszenzdetektion. Denn eine vorherige
Anregung mit energiereicherer elektromagnetischer Strahlung ist notwendig, die in der
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Regel im ultravioletten Bereich liegt und somit ein Schidigungspotential fiir die le-
benden Zellen und die Farbstoffmolekiile darstellt. Abhilfe schafft hier die Methode
der Zwei-Photonen-Absorption mit anschlieender Fluoreszenz (two photon excited
fluorescence: TPEF). Doch leider sind viele Fluoreszenzfarbstoffe nur wenig poten-
tialsensitiv und waren anfinglich kaum selektiv fiir den Ort der Entstehung eines
Membranpotentials [50]. Nur wenige Verdffentlichungen berichten iiber den Einsatz
der Frequenzverdopplung (second harmonic generation: SHG) an molekularen ,,Volt-
metern“ als Kontrastmechanismus zur Detektion von Membranpotentialen. Der grofie
Vorteil liegt zum einen im Gebrauch von langwelligem Licht, das von Zellen und Farb-
stoffen kaum absorbiert wird und somit auch kein schidigender Energieiibertrag in
die Zelle erfolgt. Zum anderen ist diese Technik extrem Membranpotential-sensitiv, da
nur Potentialsonden am Ort der Entstehung eines Membranpotentials zum Messsignal
beitragen.

Generell sind nichtlinear optische Techniken, wie die Frequenzverdopplung (SHG), die
Summenfrequenzerzeugung (SFG) und die Zwei-Photonen-Absorption, Effekte grofier
elektromagnetischer Felder. Daher ist der Einsatz von kurzpulsigen Lasersystemen mit
hoher spektraler Leistungsdichte unumgénglich.

Die optischen intrinsischen Eigenschaften der Materie werden in der Modellvorstel-
lung des anharmonischen Oszillators durch das starke elektromagnetische Feld derart
beeinflusst, dass eine einfallende Welle eine nichtlineare Antwort im System induziert
[19]. Diese wird beschrieben durch die optisch induzierte molekulare Polarisation p),
die in eine Potenzreihe des elektrischen Feldes E entwickelt wird.

=i, +edE +efE*+ ... [T1, T2, 24]

Die lineare Polarisierbarkeit @ beschreibt die linear optischen Effekte wie Absorption
und Brechung von Licht in einem Medium. Die Hyperpolarisierbarkeit E beschreibt
die wesentlich kleineren nichtlinearen Effekte, wie die Frequenzverdopplung und die
Summenfrequenzerzeugung. Sie vermittelt die Wechselwirkung zweier Photonen mit-
einander. Die Methode der Frequenzverdopplung ist beinahe so alt wie die Entwick-
lung des Lasers selbst und in der Optik mit ihm erst moglich geworden [65, 85]. Zuerst
wurde diese in der Grenzflichenanalyse von Metalloberflichen eingesetzt, da hier eine
,natiirliche Symmetriebrechung vorliegt, die zur Erzeugung der zweiten optischen
Harmonischen im Rahmen der Dipolndherung in Medien notwendig ist. Der Hyper-
polarisierbarkeitstensor enthélt nur nichtverschwindende Beitréige fiir nichtzentrosym-
metrische Molekiile. Weiterhin ist die geometrische Anordnung der Molekiile in einer
kondensierten Phase fiir die Effizienz der SHG von Bedeutung. Nur eine Anordnung
der Molekiile mit ebenfalls verschwindender Zentrosysmmetrie liefert kohérente, nicht-
lineare Effekte zweiter Ordnung.

In den letzten 20 Jahren wurden auch verstirkt fest-fliissige, fliissig-gasférmige und
fliissig-fliissige Grenzflichen, wie z.B. Langmuir-Blodgett-Filme mit dieser Metode un-
tersucht, da das zentrosymmetrische Substrat keine Beitrige liefert [31]. Hierbei kon-
zentrierte man sich auf die Untersuchung von Orientierungen der Molekiile an Ober-
flichen, strukturellen Phaseniibergéingen und elektrochemischen Potentialen [101], so-
wie dynamische Grenzflichenprozesse, wie Photoisomerisation von organischen Mo-
lekiilen und Adsorptionskinetiken. Einen Uberblick hieriiber erhilt man in [32].
Auch biologische Materialien wie Zellen oder Vesikel besitzen an ihrer Oberfliche eine



Brechung der Symmetrie, die inhéirente Asymmetrie der Lipiddoppelschicht, weshalb
sie den Einsatz der SHG und SFG zur Charakterisierung nahelegen. Dies erfolgte erst-
mals Anfang der 80iger Jahre an den polaren Strukturen der Rattenschwanz-Sehnen
[67] und spéter an Modellmembranen [35, 36]. Ende der 90iger Jahre fand diese Tech-
nik zunehmendes Interesse fiir die Untersuchung lebender Zellsysteme [37, 38, 39, 64].
Aufgrund der Beobachtungsmoglichkeit lebender Objekte sind optische Mikroskope
ein wertvolles Werkzeug in der Biophysik geworden. Den ersten Einblick in die Fein-
struktur von Lebewesen ertffnete das Lichtmikroskop. Mit ihm konnten schon in den
Dreifliger-Jahren des 19. Jahrhunderts einzelne Zellen beobachtet werden.

Durch Einfiarben von Zellen mit fluoreszierenden Farbstoffen konnte letztlich die De-
tektionsfihigkeit optischer Mikroskope bis zu einem Punkt gebracht werden, an dem
es nun moglich ist, feinste intrazellulire Strukturen und Morphologien zu beobach-
ten. Aufgrund der ausschliefflichen Grenzflichenselektivitdt der SHG bieten sich aber
besonders mikroskopische Untersuchungen basierend auf nichtlinear optischen Spek-
troskopiemethoden an. Die frequenzverdoppelnde Mikroskopie (second harmonic mi-
croscopy: SHM) wurde erstmals an ZnSe-Oberflidchen in den 70iger Jahren eingesetzt
[33, 34]. Biologische Strukturen wurden mit der SHM erstmals Ende der 80iger Jahre
charakterisiert [66, 68, 40]. Der Zunechmende Einsatz der Femtosekunden-Festkorper-
Laser, speziell der Titan:Saphir-Lasersysteme, ist mit einem Anstieg der Publikations-
zahl in diesem Gebiet verbunden [41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 70, 69].

Im Folgenden werden die Strukturen von Membranen und deren Potential erldutert.
Anschlieflend wird die Ausbreitung elektromagnetischer Wellen, besonders der zwei-
ten Harmonischen und deren Erzeugung beschrieben. Schliefllich wird die technische
Realisierung der SHG und der SHM dargestellt, die fiir die Detektion von Mem-
branpotentialen in Verbindung mit neu synthetisierten und optimierten Hemicyanin-
Potentialsonden eingesetzt werden. Diese molekularen ,,Voltmeter“ werden zunéchst
in eine hemisphérische Vesikel aus oxidierten Cholesterin, die eine Doppelschichtmem-
bran ausbildet eingelagert. Spédter werden die SHG und SHM an lebenden Blutegel-
Neuronen und Kardiomyozyten eingesetzt, um Membranpotentialinderungen zu spek-
troskopieren bzw. zu mikroskopieren. Die Ergebnisse werden an vergleichbaren Messun-
gen mittels konventioneller Mikroelektroden diskutiert. Die Hemicyanin-Farbstoffe be-
sitzen aufgrund ihres linearen w-Elektronensystems grofie Polarisierbarkeiten und Hy-
perpolarisierbarkeiten. Bei optischer Anregung erfolgt ein intramolekularer Ladungs-
transfer entlang der langen Molekiilachse, wie es fiir den nichtzentrosymmetrischen
Farbstoff di-4-ANEPPS in der Literatur wohl bekannt ist [36]. Ein elektrostatisches
Feld kann die Hyperpolarisierbarkeit derart beeinflussen, dass die Molekiile inhérent
sensitiv gegeniiber Membranpotentialinderungen sind. Somit liegt ein molekularer Me-
chanismus zur Detektion von Membranpotentialen vor, was die Detektion von Mem-
branpotentialinderungen am Ort ihrer Entstehung ermdglicht. Damit kénnen Mem-
branpotentialinderungen auch an Zellsuspensionen detektiert werden, was mittels kon-
ventioneller Mikroelektroden-Methoden nicht gelingt. Desweiteren treten phototoxi-
sche und photobleichende Effekte in frequenzverdoppelnden Messungen nicht signifi-
kant auf.



Kapitel 2

Membranen

Biologische Membranen zdhlen zu den wichtigsten Funktionselementen sidmtlicher le-
benden Organismen. Ohne Membranen kénnen die essentiellen biochemischen Prozesse
in hochentwickelten Lebewesen, die einer rdumlichen Trennung von intrazelluldrem Zy-
toplasma und der extrazelluliren Umgebung bediirfen, nicht erfolgen. Ein gesteuerter
Austausch von Botenstoffen und Ionen zwischen den beiden Umgebungen wird erst
iiber integrale Membranproteine ermoglicht. Insbesondere biochemische Prozesse wie
der Energieumsatz in Mitochondrien, die Photosynthese oder die Reizweiterleitung der
Nervenzellen erfolgen nur durch Zellmembranen.

In dieser Arbeit wird der Schwerpunkt auf die Untersuchung der elektrischen Signale
von lebenden Zellen gelegt. Im Folgenden wird kurz auf die Ausbildung von Membra-
nen und dem Ursprung ihrer Transmembranpotentiale eingegangen.

Weiterhin werden die als Modellsystem verwendete Cholesterinvesikel und die Nerven-
zellen des medizinischen Blutegels vorgestellt.

2.1 Organisation von Membranen

Alle Aspekte der Struktur und Funktion einer Zelle und ihrer Membranen sind an die
physikalischen und chemischen Eigenschaften des Wassers angepasst. Das Wassermo-
lekiil bestimmt daher die Struktur und Selbstorganisation der Membrankomponenten.
Die Wasserloslichkeit der Biomolekiile ist eine Folge der Hydratisierung und Ladungs-
abschirmung durch die Wassermolekiile.

Lost man einen Stoff in Wasser, so behindern die im Wasser gelosten Molekiile die
Ausbildung von Wasserstoffbriickenbindungen in ihrer unmittelbaren Umgebung. Po-
lare oder geladene Stoffe gleichen dies durch die Bildung neuer Wechselwirkungen mit
dem Wasser teilweise wieder aus, so dass diese sich in Wasser 16sen. Die gesamte Ent-
halpieanderung AH = AU + pV bleibt bei der Auflésung polarer oder geladener Stoffe
eher klein, da sich die Reaktionsenergie AU und die Volumen- oder Druckarbeit pV’
wenig dndern. Hydrophobe Substanzen erfahren bei Lésung im Wasser keine anderen
Wechselwirkungen, so dass es aufgrund der Hinderung der Wasserstoffbriickenbindun-
gen im Wasser zu einer Erhéhung der Enthalpie AH kommt, da die Innere Energie U
durch das Aufbrechen der Wasserstoffbriicken grofier wird. Weiterhin nimmt die Entro-
pie AS ab, da die Wassermolekiile in der direkten Umgebung der hydrophoben Sub-
stanz in ihren moglichen Orientierungen stark eingeschrénkt sind und eine hochgeradig

6



2.1. ORGANISATION VON MEMBRANEN 7

geordnete Hiille aus Wassermolekiilen um den hydrophoben Teil der Substanz herum
bilden (siche Abbildung 2.2). Die Anzahl der Wassermolekiile dieser Hydrathiille ist
proportional zur Oberfliche der gelésten hydrophoben Molekiile. Da eine Reaktion
nur dann selbstéindig spontan abliduft, wenn die Anderung der Freien Enthalpie AG
negativ wird

AG = AH — TAS (2.1)

und im Fall der Losung hydrophober Substanzen in wéssriger Umgebung AH > 0
und AS < 0 wird, 16sen sich unpolare Substanzen nicht in polaren Losungsmitteln.
Daher neigen diese Molekiile in wéssrigen Losungen dazu, sich zusammenzulagern und
so die energetisch ungiinstigen Auswirkungen ihrer Anwesenheit so gering wie mdoglich
zu halten.

Verbindungen die aus einem lipohpilen und einem hydrophilen Teil bestehen sind
grenzflichenaktive Substanzen. Hierzu zihlen auch die Phospho- und Glycolipide .
Sie sind amphiphile Verbindungen, die polare oder geladene und unpolare Teile ent-
halten (siche Abbildung 2.1). Derartige Verbindungen erfahren in Wasser so unter-

0
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% Molekiilstruktur des Membranmo-
L — ¥ NS N lekiils Lecithin (Phosphatidylcho-
Fettsguren(Cye-Cy,) Glycerin Phosphoryicholin lin ) [ 19 0]

schiedliche Effekte. Das polare oder geladene hydrophile Ende des gelésten Molekiils
kann mit dem Wasser attraktiv wechselwirken und wird solvatisiert, wihrend das un-
polare, hydrophobe Ende die entgegengesetzte Tendenz zeigt, den Kontakt mit Was-
ser zu meiden. Die unpolaren Molekiilenden aggregieren, um dem Ld&sungsmittel die
kleinstmogliche hydrophobe Fléche zu bieten und die Entropie zu erhdhen (siehe Ab-
bildung 2.2). Die polaren Teile sind derart angeordnet, dass sie ihre Wechselwirkung
mit dem Wasser optimieren. Daher bilden amphiphile Molekiile organisierte Struktu-

Abbildung 2.2:

Amphiphile Molekiile lagern sich zu groflen
Flidchen zusammen an deren Rande die umgeben-
den Wassermolekiile in einen hochgradig geord-
neten Zustand gezwungen werden. Es sind somit
weniger Wassermolekiile in einem geordneten Zu-
stand und die Entropie ist grofier [14].

ren, wie beispielsweise Micellen, aus (siehe Abbildung 2.3). Die unpolaren Molekiilteile

!Lipide: griechisch lipos fiir Fett



8 KAPITEL 2. MEMBRANEN

werden durch hydrophobe Wechselwirkungen, den entropischen Kriften zusammenge-
halten. Die entropische Bindung liegt in der Groflenordnung der thermischen Energie
bei Raumtemperatur. Die Stirke der Wechselwirkungen ergibt sich aus dem Bestre-

Abbildung 2.3:

In der micellaren Anordnung der Lipide sind alle
hydrophoben Gruppen vom Wasser getrennt. So-
mit gibt es keine hochgradig geordnete Schicht
des Wassers mehr und die Entropie ist noch
grofer [14].

ben des Systems die groffitmogliche thermodynamische Stabilitéit zu erreichen, indem
es die Entropieabnahme AS, die eine hohe Ordnung von Wassermolekiilen in der Um-
gebung des hydrophoben Molekiilendes bewirken wiirde, minimiert. Weiterhin existie-
ren van-der-Waals-Anziehungskréfte zwischen den lipophilen Kohlenwasserstoffenden.
Dadurch wird eine enge Packung der Ketten begiinstigt. Ebenfalls bilden sich elektro-
statische Krifte und Wasserstoffbriickenbindungen zwischen den polaren Képfen und
den Wassermolekiilen der Umgebung aus. Somit werden Lipidaggregate durch eine
Vielzahl von verschiedenen Kriften stabilisiert, die jeweils nicht grofler als die thermi-
sche Energie sind.

Die Bildung von Micellen ist fiir jede Verbindung konzentrationsabhingig und er-
folgt beim Uberschreiten eines Grenzwertes, der kritischen micellaren Konzentration
(CMC).

Die bevorzugte Struktur der meisten Phospho- und Glykolipide in wissrigen Medi-
en ist nicht die Micelle, sondern die Lipiddoppelschicht (siehe Abbildung 2.4). Der
Grund dafiir liegt in dem beanspruchten Volumen der beiden Fettsdureketten, so dass
eine Micellenform ungiinstig wird. Sie erfordert eine grofie flichenhafte Ausdehnung
und vollstdndige Abséttigung der lipophilen Kohlenwasserstoffketten. Dies fiihrt zur
selbststédndigen Bildung von Kompartimenten (self-assembly), die sich selbstreparie-
rend verhalten, da ein Defekt in der Doppelschicht aus entropischen Griinden ungiinstig
ist.

Das macht die Membranen fiir die Kapselung eines mesoskopischen Volumens in wéssri-
ger Losung so erfolgreich.

2.2 Membranpotentiale

Schnell ablaufende Aktivititen in Zellen werden durch elektrische Strome den soge-
nannten Aktionspotentialen vermittelt. Aus physiologischer Sicht ist die Kenntnis des
physikochemischen Milieus der Zellen eine Voraussetzung fiir das Verstéindnis der Ent-
stehung der elektrischen Signale.

Zellmembranen bilden eine Barriere zwischen dem Intrazelluldrraum und dem Extra-
zellularraum. Diese Barriere ist fiir Ionen und die meisten polaren Molekiile mittels
Diffusion sehr wenig permeabel. Lediglich Wasser passiert die Membran nahezu unge-
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Ton | Permeabilitét/<"
Na* 10712

Kt 5-10712

Cl- 7-10°1
H>0 5-1073

Tabelle 2.1: Permeabilititen verschiedener Ionen durch eine reine Lipiddoppelschicht-
menbran.

hindert, was man an den Permeabilititskoeffizienten erkennt (siehe Tabelle 2.1). Die
Permeabilititskoeffizienten kleiner Molekiile stehen mit dem Verhiltnis ihrer Loslich-
keit in unpolaren Losungsmitteln, zu der in Wasser in Beziehung. Daraus erkennt man
den Transportmechanismus. Die Substanz verliert zuerst ihre Hydrathiille und wird im
Kohlenwasserstoffkern der Lipiddoppelschicht gelost. Sie diffundiert schliellich durch
den Kern auf die andere Seite der Membran, wo sie wieder hydratisiert wird. Ein Ton
wie Na* durchquert die Membran sehr langsam, weil die Entfernung der Hydrathiille
energetisch sehr ungiinstig ist?.

Da aber ein Informationsaustausch des Zellinneren mit der Umgebung schnelle Reakti-
onszeiten erfordert, bedient sich die Zelle anderer Mechanismen als der ungesteuerten
Diffusion. So iiberwinden Ionen die Barriere mittels spezifischer Membrantransport-
proteine, die in die Membran derart eingelagert sind, dass sie die Membran mit ihren
helikalen Strukturen mehrmals vollsténdig durchdringen und somit einen Kanal oder
eine Tonenpumpe bilden. Aufgrund dieser sehr groflien Molekiile, im Vergleich zu einer
reinen Lipiddoppelschicht, haben biologische Membranen Schichtdicken bis zu 11 nm
(siehe Abbildung 2.4). Tonenpumpen wie das Na™/K"-ATPase Enzym erzeugen K-
Konzentrationsunterschiede iiber die Membran. Diese Membranproteine transportie-
ren die Ionen aktiv unter direktem ATP-Verbrauch durch Phosphorylierung des Kan-
alproteins. Hierbei werden im Mittel 3 Na™-Ionen in den Extrazellulirraum befordert
und 2 K*-Tonen auf die zytosolische Seite3. Da die Tonenpumpen (bei Anwesenheit
von ATP) stindig aktiv sind, wird eine stetig steigende K *-Anreicherung in der Zelle
stattfinden, wenn nicht die Ionenkanile genau soviel K wieder aus der Zelle hinaus
lassen wiirden, wie die Pumpen hineintransportieren. Somit stellt sich im Ruhezustand
der Zelle ein dynamisches Gleichgewicht zwischen den lonenkonzentrationen innerhalb
und auflerhalb der Zelle ein (siehe Tabelle 2.3). Das Volumen der extrazelluldren Seite
kann als unendlich grof§ gegeniiber der zytosolischen Seite angenommen werden, so
dass die Konzentration im extrazelluldren Bereich stets als konstant anzusehen ist.
Da die Na*/K*-ATPase laufend Na™t aus der Zelle heraus- und K in die Zelle hin-
einpumpt, polarisiert die Zellmembran. Das Ruhemembranpotential einer Zelle betriagt
etwa Fy; = —80mV, wobei die Differenz zu einem reinen Gleichgewichtspotential der
K*-Tonen aus den Na'-Beitrigen (Eyq,+ = +60mV) und den Cl~-Beitrégen resul-

2Die Durchmesser der Kationen liegen einschlieflich Hydrathiille fiir Na™t bei 0, 5nm und fiir K+
bei 0,36 nm [11].

3Tonenkanile beférdern etwa 107 bis 10® Tonen pro Sekunde, wihrend aktive Pumpen weniger als
1000 Ionen pro Sekunde beférdern.
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Glykolipid Kohlenhydrat peripheres Protein

Glykoprotein

(S

integrales
Protein

Cholesterol helicales Protein Phospholipide

Abbildung 2.4: Fluides Mosaikmodell einer biologischen Zellmembran nach J. Singer
und G. Nicholson (1972) [119]. Neben den Phospholipiden mit eingelagerten funktio-
nellen Molekiilen erkennt man kleinere Cholesterinmolekiile.

tiert. Da eine Zellmembran also auch fiir andere Ionen aufler K *-Ionen, jedoch mit
geringeren Permeabilitdten permeabel ist (siehe Tabelle 2.2), werden die verschiede-
nen Beitriige der hochkonzentrierten Ionen zum Gleichgewichtspotential? mit ihren
zugehérigen Permeabilititen in der Goldman-Gleichung beriicksichtigt®:

B - Eln PK'[K+]a+PNa'[Na+]a+PCl'[Cli]i

F PK-[K+]i+PNa-[Na+]i+PCl'[Cl_]a

(2.2)

Aus der Ladungstrennung iiber der Membran folgt, dass an der Innenseite der Mem-
bran ein Uberschuss an Anionen und an der AuBenseite ein Uberschuss an Kationen
besteht. Damit konnte die Elektroneutralitéit verletzt sein. Doch reichen die Konzentra-
tionsunterschiede fiir Potentiale im mV-Bereich, aufgrund der zu groflen Zellvolumina,
nicht aus um die Elektroneutralitit messbar zu verletzen. Bei 25 ym-Zellradius erhélt
man bei 120mM Kationenkonzentration 4 - 10'? Kationen. Ein Ruhepotential von

—90mV benétigt etwa 4 - 107 Kationen auf der Innenseite, also nur den 10°-ten Teil
der Gesamtkonzentration. Das bedeutet, dass Membranpotentiale strikt lokale, nur
iiber die Membran existierende Spannungen sind. Die Elektroneutralitit im Groflen
bleibt gewahrt.

Hochspezialisierte Zellen wie Sinneszellen oder Rezeptorzellen sind besonders emp-
findlich fiir selektive Reize wie Licht, Duft, Schall oder Druck. Fiir ihre jeweiligen
Reize haben diese Zellen eine sehr niedrige Reizschwelle. Dabei werden die Ionen-
kanéle der Sinneszelle von auflen durch die Anwesenheit von Agonisten, mechanischen
Reiz oder wieder {iber die Membranspannung selber reguliert. Ein Reiz induziert somit
eine Anderung des Membranpotentials der Sinneszelle. Der Reiz wird jedoch erst in
ein korpereigenes Signal, dem Aktionspotential umgesetzt (Transduktion).

1Gleichgewichtspotentiale sind Nernst-Potentiale gemif: Eq, = ?;—F‘Zrln‘;—j. Mit ¢, als Ionenkonzen-
tration auflerhalb, ¢; innerhalb der Zelle, R als Gaskonstante und F' als Faraday-Konstante.

5Fiir die Goldman-Gleichung wurde angenommen, dafl das Membranpotential konstant iiber die
Membran abfillt und nur einwertige Ionen transportiert werden.
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Ton | Permeabilitét/<"
K+ 1077
Na* 3-107°
cl~ 108
Tabelle 2.2: Permeabilititen verschiedener Ionen durch selektive Ionenkanéle einer
Zellmenbran.
Ton Konz. Aufien/™2% | Konz. Innen/™2? | Gg-Potential /mV’
K" 4 155 —98
Na* 145 12 +67
Ca*t 1.5 — +129
Anionen — 155 —
cl~ 123 4 -90

11

Tabelle 2.3: Ionenkonzentrationen im Extrazelluldren und Intrazelluldren eines Warm-
bliiter-Skelettmuskels mit entsprechenden Ionengleichgewichtspotentialen [122].

Die Anderung des Rezeptorpotentials kodiert die Reizstirke, da mit zunehmender Ent-
fernung vom Rezeptor der Effekt des Ioneneinstroms bei Reizung immer kleiner wird
und die Depolarisation iiber die Lange der Zelle exponentiell abnimmt. Daher wird die
Amplitude des Rezeptorsignals, die die Reizstirke reprisentiert, in eine Sequenz von
Aktionspotentialen umkodiert.

Das Aktionspotential wird durch eine Vordepolarisation ab einem gewissen Schwell-
wert (etwa —40mV), entsprechend der Stirke des Reizes, aktiviert. Beim Erreichen
der Schwelle 6ffnen sich schnelle Na™-Kanile, die einen raschen Einstrom von Na*-
Tonen ins Zellinnere ermdglichen, was die Zelle schnell® depolarisiert, also in Richtung
Eno+t = +60mV treibt. Ebenso schnell gehen diese Kanile wieder in einen inakti-
ven Zustand iiber und eine etwas verzogerte erhohte K*-Leitfihigkeit der Membran
setzt ein, was eine rasche Repolarisation und dariiber hinaus sogar noch eine Nach-
hyperpolarisation der Membran bewirkt (siehe Abbildung 2.5). Hierbei ist jedoch zu

+80 [ -
S +40 ™ Na*-Gleichgewichts-
3 potential
Z+20f
£ ol 5 Na* Abbildung 2.5:
s °o® T .
8 20 2% Zeitlicher Verlauf eines
g : 3% . Aktionspotentials und
‘E;.r-Ao - Ruhepotential g% K onspotentials un
$-60 \-':__/_ < der Permeabilitdten fiir
_gol TR S 1 2 3 4 + +
80 N K* -Gleichgewichts- Millisekunden Na"- und KT-Ionen
potential [ 12 4]

6Die Depolarisation ist an die Umladezeit der Membran gebunden, so dass sich das Potential
gemiB Ep = Ep, . (1 —e t/7) dndert.

max
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beriicksichtigen, dass ein Na'-Einstrom in die Zelle bei Aktivierung aus Griinden der
Erhaltung der Elektroneutralitit immer mit einem Ausstrom von K*-Tonen verbun-
den ist. Somit wird das Membranpotential bei Aktivierung in rascher Folge zwischen
den Gleichgewichtspotentialen hin- und hergeschaltet.

Aktionspotentiale kénnen so entlang der Nervenfasern groflere Strecken zuriicklegen,
weil sie stindig neu erzeugt werden und sich die Amplitude dadurch nicht &ndert. Die
Reizstérke wird dabei durch die Haufigkeit bzw. die Frequenz der Aktionspotentiale
kodiert. Somit liegt eine Pulsfrequenzmodulation vor (siehe Abbildung 2.6).

Rezeptorpotential oder integrative Wirkung Aktionspotential
synaptisches Potential
20
0

Amplitude 20
Reiz der Dehnung _ 40

Schwellenpotential
I:l l e e [\ _ e ochwellenpoter
-80 o

Dauer

Membranpotential (mV)

Abbildung 2.6:

-40 ijLchweenpotema
- 60 \ -4 b
- 80
Erzeugung von Ak-

20 . .
0 tionspotentialen durch
-20 . .
o Reizung einer Rezep-
| | e - - torzelle und deren Wei-
(‘) 5 10 0 10 0 5 10
)

terleitung entlang eines
Neurons [123].

5
Zeit (Sekunden
Mathematisch hat man versucht die Ausbreitung der Aktionspotentiale durch die
Hodgkin-Huxley-Gleichungen zu beschreiben, was sich bei der Untersuchung von Retzius-

Neuronen (siehe Kapitel 2.6) mittels SH- und Fluoreszenz-Mikroskopie an di-4-ANEPPS-
Potentialsonden (siehe Kapitel 4.1 und 4.2) nicht bestétigt hat [9].

2.3 Mikroskopische Membranpotentialbeitrige

Betrachtet man Membranpotentiale nicht aus physiologischer Sicht, sondern als strikt
lokale Ladungsunterschiede iiber die Membran, so differenziert man das Membran-
potential in seine mikroskopischen Beitrige. Dabei unterscheidet man zwischen dem
Transmembranpotential

AT/) = winnen - wauﬁena (23)

dem Oberflichenpotential 1o und dem Dipolpotential ¢, (siehe Abbildung 2.7).
Das Transmembranpotential At resultiert aus einer Ladungsseparation iiber die Mem-
bran. Es ist die Potentialdifferenz zwischen den wissrigen Losungen auf beiden Seiten
der Membran und ist mittels zweier Elektroden messbar. Es ergibt sich aus den Gra-
dienten der selektiv transportierten Ionen und damit aus der Arbeit der lTonenpumpen
und Kanile (siehe Kapitel 2.2). Gewdhnlich wird ein konstantes Feld im Inneren der
Membran angenommen, so dass A kontinuierlich iiber die Schichtdicke der Membran
abnimmt.
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Das Oberflaichenpotential o ist die Potentialdifferenz zwischen der Membranober-
fliche und der sie umgebenden wissrigen Phase. Es entsteht durch die fixierten La-
dungen in der Membran nahe der Membran-Wasser-Oberfliche und den beweglichen
Gegenionen des Elektolyten. Die theoretische Behandlung des Oberflichenpotentials

r Abbildung 2.7:

Elektrostatisches ~ Potentialprofil
iiber eine Biomembran im depola-
risierten Zustand. Die elektrischen
Felder der verschiedenen Potenti-
albeitrige sind durch Pfeile darge-
stellt. Der Ort und ihre Lédnge kenn-
zeichnen die Region in der die Fel-
der auftreten. Die Dicke der Pfteile
kennzeichnet die Feldstérke. [144]

erfolgt durch die Gouy-Chapman-Theorie, die fiir den Potentialverlauf den Ausdruck

Yo(r) =toe (2.4)

liefert, wobei [p die Debye-Linge bezeichnet, und r den Abstand des gemessenen
Potentials von der Membranoberfliche angibt [121]. Die Debye-Linge héngt von der
Konzentration des Elektrolyten cg und der Dielektrizitdtskonstanten der Losung e,

gemaf
e, RT
Ip = ——— 2.
b QCEF2 ( 5)

ab. In biologischen Membranen entsteht 1o hauptsichlich durch die negativ gelade-
nen Kopfe der Lipide, wobei man vereinfachend annimmt, dass die Ladungsdichte auf
beiden Seiten der Membran identisch ist. 1o liegt in der GroBenordnung von einigen
10 mV und hat einen physiologischen Einfluss auf die Leitfdhigkeit der Membrankanéle
und die Bindung geladener Molekiile an die Zellmembran.

Das Dipolpotential 1p resultiert aus orientierten Dipolen an der Membran-Wasser-
Oberflache sowie aus den polaren Kopfgruppen der Lipide und ihren unpolaren Alkyl-
ketten. Diese konnen eine Potentialdifferenz zwischen dem neutralen Inneren der Mem-
bran und der Membranauflenseite verursachen. Das Dipolpotential spielt eine wichtige
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Rolle fiir die Steuerung der Membranfunktionen. ¢)p bestimmt die Durchléssigkeit der
Membran fiir hydrophobe Ionen und die Bindung solcher an die Membran. In kleinerem
Umfang kann es die Leitfdhigkeitseigenschaften der Ionenkanile in der Membran be-
einflussen. ¢ steigt innerhalb weniger A in der Membran an und ist wesentlich groBer
als das elektrische Feld, das durch A erzeugt wird. Der Dipolpotentialgradient ist et-
wa acht mal steiler als der Gradient des Transmembranpotentials. Das Dipolpotential
breitet sich nicht in die wéfirige Phase an der Membranoberfliche aus.

Um nun derartige Membranpotentiale in biologischen Zellen zu bestimmen, bedient
man sich hdufig der Mikroelektroden-Detektion. Diese Methode hat zum einen den
Nachteil, dass sie nur fiir groflere Zellen geeignet ist. Zum anderen liefern sie eine
schlechte rdumliche Auflosung der elektrischen Eigenschaften innerhalb der Membran.
Diese Region ist deshalb von besonderem Interesse, weil die fiir die molekularen Steu-
ermechanismen der Zellen zustdndigen Potentiale hier vorliegen.

Eine ergéinzende Methode der Membranpotentialdetektion die diesen Problemen Rech-
nung triagt, beruht auf der Einlagerung von potentialsensitiven Farbstoffen in die Zell-
membran, exakt an dem Ort an dem die steuernden Potentialbeitrége wirken.

2.4 Einlagerung lipiddhnlicher Molekiile

Lipiddhnliche Molekiile lagern sich aufgrund entropischer Kriifte (wie oben gezeigt)
geordnet und fixiert in die Zellmembran ein. Bei der Einlagerung der Kohlenwasser-
stoffschwénze der Lipide in das unpolare Innere einer Lipiddoppelschicht werden Was-
sermolekiile von entropischen Kriften verdringt. Aufgrund ihrer Struktur vermeiden
sie Storungen der Membranstruktur.
Die Bindung dieser Molekiile an Biomembranen kann dabei durch ein Verteilungs-
gleichgewicht zwischen einer dreidimensionalen Phase, der Losung und einer zweidi-
mensionalen Phase, der Lipidmembran in der sich die amphiphilen Molekiile 16sen
kénnen, beschrieben werden. Dieses Gleichgewicht wird durch Ostwald-Koeffizienten
und formale Bindungskonstanten der amphiphilen Molekiile welche die Bindung cha-
rakterisiern bestimmt [8]. Der Verteilungskoeffizient v fiir die Molekiile zwischen der
Lipid- und der wéflrigen Phase, ist das Verhéltnis der Konzentrationen in den beiden
Phasen”:

y = CLipid (2.6)

CWasser

Experimentell ermittelt man diesen aus Fluoreszenz-Einlagerungs-Experimenten der
Farbstoffe in Modellmembranen, wobei eine bekannte Farbstoffkonzentration mit Li-
pidvesikeln titriert und die ansteigende Fluoreszenz gemessen wird [124, 115].
Bei Raumtemperatur sind die meisten Lipidmembranen in der fliissigkristallinen Pha-
se, was eine hohe laterale Beweglichkeit der Molekiile zur Folge hat. Laterale Diffusi-
onskoeffizienten von bis zu D = 10~ "c¢m?/s sind keine Seltenheit. Experimentell un-
tersucht werden derartige Diffusionen mittels Ausbleichen eines fluoreszenzmarkierten
Membranarenals und der Detektion der Fluoreszenzerholung aufgrund der Eindiffusi-
on von Fluoreszenzsonden.
Eine transversale Diffusion (Flip-Flop-Mechanismus) ist im Vergleich zur lateralen

TFiir di-4-APEPPS ist v = 77248 [1135].



2.5. CHOLESTERINVESIKEL 15

Diffusion duflerst selten. Ein derartiger Molekiilaustausch erfolgt auf der Zeitskala von
einigen Tagen, da die hydrophile Kopfgruppe des lipidihnlichen Molekiils durch die
unpolare lipophile Region der Kohlenwasserstoffschwinze unter sehr hohem Energie-
aufwand dringen muss (siehe Kapitel 4.2).

Die Einlagerung der Potentialsonden in die Membran ist ein dynamisches Problem.
Neben Translations- und Rotationsbewegungen der eingelagerten Potentialsonden exi-
stieren auch temperaturinduzierte Fluktuationen der Membranlipidmolekiile, die auf-
grund einer dufleren Storung, z.B. einer Laserbestrahlung induziert werden. Das hat
zur Folge, dass sich bei Laserbestrahlung mit konstanter Leistung ein thermisches
Gleichgewicht zwischen den Molekiilen in der Lésung und denen in der Membran ein-
stellt.

Die Detektion der optischen Signale der eingelagerten Molekiile kann deshalb nur {iber
sehr komplexe funktionale Beziehungen mit den Membranpotentialinderungen in Zu-
sammenhang gebracht werden.

2.5 Cholesterinvesikel

Da biologische Systeme duflerst komplex sind, und viele Parameter ihre Funktion beein-
flussen, werden fiir gezielte Untersuchungen Modellmembranen eingesetzt. Derartige
Modellmembranen bilden Lipiddoppelschichten aus, die im Gegensatz zu biologischen
Membransystemen ohne integrale Membranproteine, also ohne ionenselektive Kanéle,
angelegt werden konnen. Modellmembranen werden aus den Bestandteilen biologischer
Membranen, z.B. aus oxidiertem Cholesterin oder Phospholipiden erzeugt.

Aufgrund seiner starren Steroid-Struktur (siehe Abbildung 2.8) dient Cholesterin in
biologischen Membranen der Stabilisierung der Zellmembran. Das Steroidgeriist ist von

unpolarer Alkylkopf

HO tarres Abbildung 2.8:
Steroidgeriist Cholesterin Oxidationsprodukt 7-
polar dehydrocholesterin

einer polaren Hydroxylgruppe und einem unpolaren Alkylkopf flankiert. Uber die Hy-
droxylgruppe kann das Cholesterin Wasserstoftbriickenbindungen zur wissrigen Phase
ausbilden und besitzt somit hydrophilen Charakter. Das starre Steroidgeriist bean-
sprucht viel Raum was dem Cholesterin schlechte Lipideigenschaften verleiht. Daher
sind Membranen aus reinem Cholesterin nicht stabil. Erst die Vielzahl der Oxidations-
produkte (7-hydroxylcholesterin, 8-epoxycholesterin, 7-ketocholesterin) ermdéglicht die
Ausbildung sehr stabiler aber wenig flexibler Doppelschichtmembranen. Diese Stabili-
sierung wird auf die gegenseitige Orientierung der Oxidationsprodukte zuriickgefiihrt,
die durch Wasserstoftbriicken stabilisiert werden kénnten. Eine zusitzliche Einlage-
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rung von amphiphilen Molekiilen, die ein flexibleres Griist aufweisen (siehe Kapitel
4.2) verbessert die Vesikelstabilitét noch einmal erheblich. Damit kénnen Vesikel aus
oxidierten Cholesterin erzeugt werden, die bis zu 3 Stunden ohne &uflere Einwirkung
stabil existierten.

Eine hemisphérische Vesikel aus oxidierten Cholesterin wird durch Aufblasen eines
Cholesterintropfens auf der Spitze einer Teflonspritze, die mit einer Elektrolytlosung
gefiillt ist, erzeugt. Dabei wird die Elektrolytlosung der Spritze gegen eine Elektro-
lytlosung in eine Kiivette gedriickt. Diese Technik ist im Detail in [20] beschrieben.
Der hydrostatische Druck der Elektrolytlosung innerhalb der Vesikel stabilisiert ihre
hemisphérische Form. Zu beobachten ist dabei ein stetes Ausdiinnen der Membran
durch Abnahme der Fliissigkeitslipidphase die in der hydrophoben Mitte der Chole-
sterindoppelschicht liegt. Diese Phase beinhaltet Wasser und ungeordnete Choleste-
rinmolekiile. Der Restgehalt an Fliissigkeit innerhalb der Membran wirkt sich dabei
entscheidend auf die Membrankapazitéit aus. Die jeweils &ufleren Cholesterinschichten
halten dabei die Grenzflichen aufrecht. Daher stellen sie einen elektrischen Isolator mit

p Spritze

Kivette

Abbildung 2.9:

Erzeugung einer Vesikel durch aufblasen eines
Vesikel Tropfens oxidierten Cholesterins gegen eine Elek-

. J trolytlosung mittels einer Spritze.

sehr hohem Widerstand innerhalb einer sehr gut leitenden Elektrolytlosung dar. Der
elektrische Widerstand Rj; einer Membran nimmt mit der Gréfle der Membranfliche
ab Ry = R, /A. Ry, ist der auf die Einheitsfliche bezogene spezifische Membran-
widerstand und betréigt fiir Cholesterinvesikel in 0,1 mol/l NaCl-Leitsalzlosung etwa
109 Q em? [20].

Die Tonenundurchlissigkeit fiihrt beim Anlegen eines elektrischen Feldes iiber der
Membran zu einer Ladungstrennung im Elektrolyten vor der Membran, so dass der
Membran auch kapazitive Eigenschaften zukommen. Die Kapazitdt des Membransy-
stems C'j; wird analog zum Widerstand durch die spezifische Kapazitit ausgedriickt
Cy = Cy A = €y €, A/d. Die Groflenordnung von Cy, betrégt fiir Vesikel aus oxidierten
Cholesterin in 0,1 M NaCl-Lésung 0,57 mF/em? [20].

Die elektrischen Membraneigenschaften der Cholesterinvesikel in wissriger Losung
werden durch die Zeitkonstante 7y = RpRyCh/(Ry + Rp) beschrieben. Sie be-
tragt fiir Cholesterinvesikel in einer 0,05 M NaC'l-Losung 0,5 ms. Eine Erh6hung der
Leitsalzkonzentration auf 0,5mol/l und eine Vesikelvergrofierung, die die Membran-
kapazitit herabsetzt, verringert die Zeitkonstante auf 2ms bis 6 ms [107].

Zum einen wird der Ausdiinnprozess der Membran durch Anlegen einer Membranspan-
nung beschleunigt. Beim Anlegen eines Transmembranpotentials kann es bei zu hohen
Feldstédrken zu Durchschldgen der Membran kommen. Die Durchschlagsfeldstiarken von
Cholesterinvesikeln (in 0,1 M NaCl-Losung) liegen bei 7107 V/m, so dass ein Trans-
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membranpotential von 280 mV zu einem Zusammenbruch der Membran der Dicke von
4nm fihrt [20]. Zum anderen macht sich der Ausdiinnvorgang im elektrischen Ver-
halten der Membran derart bemerkbar, dass der Membranwiderstand abnimmt. Das
zeitliche Verhalten ist streng linear und korreliert mit der Membranstirke. Jedoch
treten des ofteren sprunghafte Storungen des linearen Verhaltens auf, die zu einem
unnatiirlich niedrigen transienten Widerstand fiithren. Diese Storungen resultieren aus
kleinen Membrandefekten, die durch Verunreinigungen begiinstigt werden. Tritt ein
solcher Defekt auf, so stehen die Elektrolytlosungen auf beiden Seiten der Membran in
direktem Kontakt zueinander und es kommt zu einem elektrischen Kurzschluss. Diese
Membrandefekte schlieflen sich jedoch nach kurzer Zeit wieder, da die Membran bei
Raumtemperatur stets im fliissig-kristallinen Zustand vorliegt und entropische Kréfte
einen Selbstheilungsmechanismus erzwingen.

Vesikel aus Cholesterin stellen nur ein grobes Modell fiir eine biologische Membran
dar. Sie sind aber experimentell leicht zu handhaben, da sie problemlos mit Radien
bis zu 3 mm iiber einen lingeren Zeitraum stabil erzeugt werden konnen.

2.6 ZNS des medizinischen Blutegels

Das zentrale Nervensystem des medizinischen Blutegels (hirudo medicinalis) hat sehr
komplexe biologische Strukturen. Es ist in zahlreichen Studien seit dem 19.Jahrhun-
dert ausgiebig untersucht worden [2].

Der Blutegel ist ein streng segmentiertes Lebewesen (siehe Abbildung 2.10). Jedes

Segmentalganglien hinterer
vorderer Saugnapf
Saugnapf . ‘ _ TR “Z ‘ ‘141‘:!1 | | i":: | - r AN £

s
[ - ) - AUELL H T “l H‘H“i' LIS -
Cerebral- Ana}-
ganglion ganglion

Abbildung 2.10: Segmentierung des medizinischen Blutegels [5]

Segment des Blutegels besteht aus fiinf kreisférmigen Ringen, von denen der mittlere
sensorische Organe, die Sensillen, die auf optische, mechanische und chemische Reize
reagieren, enthilt. Der Nervenstrang des Zentralnervensystems (ZNS) liegt, von einem
Blutsinus umgeben, auf der Ventralseite des Korpers (siche Abbildung 2.11). Das ZNS
besteht aus einer Kette diskreter Ansammlungen von Neuronen, den Segmentalgan-
glien, die untereinander und mit der Peripherie durch Axonbiindel, den Konnektiven
verbunden sind. Weiterhin gehort das Zerebralganglion und das Analganglion, die sich
jeweils aus mehreren Ganglien herausgebildet und spezialisiert haben, zum ZNS.

Die Segmentalganglien kommunizieren mit ihren Nachbarzellen und entfernten Tei-
len des Nervensystems und durchsetzen den Hautmuskelschlauch {iber jeweils zwei
Axonbiindel, den Wurzeln.

Die einzelnen Segmentalganglien enthalten jeweils sechs Pakete, die durch Bindege-
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Segmental_ Abblldung 211
ganglion ZNS des medizinischen Blutegels [5]

webslamellen voneinander getrennt sind. In diesen befinden sich insgesamt nur etwa
200 Neuronenpaare, die hoch geordnet sind, und sich in Gestalt, Grofle, Position,
Verzweigungsmuter und Spezialisierung unterscheiden. Sie sind innerhalb des Segmen-
talganglions als einzelne Zellen klar erkennbar und gut zugénglich (siehe Abbildung
2.12). Die Neuronen entsenden ihre Fortsitze in das darunter liegende Neuropil, wo sie
von zwei groflen Neuropil-Gliazellen umgeben sind. Im Neuropil erfolgt die synaptische
Verschaltung mit den peripheren Nervensystemen und den Konnektiven.

Abbildung 2.12:

Schematische Anordnung der Neuro-
nen innerhalb eines Segmentalgangli-
ons. Die drei Paar Sinneszellen, die auf
Beriihrung (T), die Zellpaare, die auf
mechanische Druck- (P) oder Schmerz-
reize (N) auf der Haut reagieren sind,
ebenso wie die beiden groBen Retzius-
Neuronen mit etwa 80 pym Durchmesser
[2] und die AE-Motoneuronen, im Bild
hervorgehoben [6].

Die drei Paar Sinneszellen, die auf Beriithrung (T fiir touch) und die Zellpaare, die auf
mechanische Druck- (P fiir preasure) oder Schmerzreize (N fiir noxious) auf der Haut
reagieren sind in Abbildung 2.12 gekennzeichnet. Mit R sind die beiden groflen Retzius-
Neuronen® bezeichnet, die wie die P-Zellen eindeutig durch ihre Gréfle und Lage im
Segmentalganglion identifiziert werden konnen. Die Retzius-Neuronen sind multifunk-
tionelle Neuronen, da sie unter anderem bei der Schleimsektretion, dem Fressverhalten,
dem Kontraktionszustand der Langsmuskulatur und dem Auslésen von Schwimmbe-
wegungen eine wichtige Rolle spielen [2]. Sie zeigen daher spontane Aktionspotentiale.

8nach ihrem Entdecker, Gustav Retzius benannt
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Die beiden AE-Motoneuronen sind auf die Fortbewegung des Blutegels spezialisiert,
indem sie die Haut wie eine Ziehharmonika in Falten ziehen lassen. Hierbei liefert je-
der Impuls der Zelle im Axon, das zum Muskel fiihrt, ein Aktionspotential, das in der
Muskelfaser ein synaptisches Potential auslost. Auch das Motoneuron, das das Herz
innerviert liegt in den Segmentalganglien.

Die Sperialisierung der einzelnen Zellen auf unterschiedliche Reize mit ihren unter-
schiedlichen Signalverarbeitungseigenschaften und Aktionspotentialformen kénnen du-
rch Anzahl und Typ der Ionenkanile erkldrt werden, die sie enthalten. Hierbei ist be-
sonders die K -Kanalanzahl unterschiedlich. Auf dem Zellkérper liegt die Kanaldichte
zwischen 1 pm ™! und 100 pm . Jeder Zelltyp weist daher unterschiedliche Aktions-
potentiale auf, anhand deren eine Zuordnung erfolgen kann.

Isolierte Segmentalganglien konnen iiber lingeren Zeitraum in Gewebekultur gehalten
werden und bilden daher ein vielversprechendes Priparat zur Untersuchung zahlreicher
Mechanismen iiber die Zellmembran. Diese Zellen behalten in vitro ihre Membranei-
genschaften bei.

2.7 Herzmuskelzellen

Die direkte Detektion von Aktionspotentialen des Herzens ist beispielsweise von essen-
tieller Bedeutung fiir die Entwicklung von Medikamenten zur erfolgreichen Behandlung
der Herzinsuffizienz. Einen kompletten Einblick in die elektrische Aktivierung des Her-
zens lieferte erstmals Diirrer [146], indem er eine Vielzahl extrazelluldrer Elektroden
in ein menschliches Herz steckte. Somit liess sich der makroskopische Pulsausbrei-
tungsmechanismus zwar kliaren, doch blieben strukturelle mikroskopische Beitriage der
einzelnen Myozyten verborgen. Daher fiihrt man Untersuchungen an Zellsuspensionen
individueller Herzmuskelzellen (Kardiomyozyten) durch. Myokardzellen sind ldngli-

Sinusknoten _/'\\
\
-—"/ A
Vorhofmyokard -
—\\\
AV-Knoten
wepmg —— | NN~ Abbildung 2.13:
1 - Menschliches Herz
L = mit den fiir ver-
_ Kammerschenkel | B hi
— schie-
Purkinje-Faden — = dene Bereiche cha-
. \ . .
Ventrikelmyokard 0 rakteristischen Ak-
0 500ms  tionspotentialen.

che (etwa 170 um x 40 um grofie) quergestreifte Muskelzellen (Arbeitsmuskulatur).
Das Ruhepotential von Siugetier Kardiomyozyten betragt —90mV. Durch elektri-
sche Stimulation vom Erregungs- und Leitungssystem wird ein sich fortpflanzendes
Aktionspotential erzeugt, das die Kontraktion der Kardiomyozyten induziert. Hierfiir
ist im Herz der Sinusknoten und der atrioventrikuldre Knoten (AV-Knoten) verant-
wortlich. Die Fortpflanzung des Aktionspotentials, die auch als elektrotonische Erre-
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gungsausbreitung bezeichnet wird, erfolgt durch Ladungsstrome zwischen benachbar-
ten Membransegmenten von Kardiomyozyten, die {iber die sogenannten Gap Junctions
elektrisch miteinander gekoppelt sind. Derartige Verbindungen ermdoglichen Intermem-
branabstinde von 2nm, die ohne derartige Kopplungen bei 20 nm bis 30 nm liegen.
In Zellsuspensionen aus Kardiomyozyten befinden sich Zellen mit teilweise sehr un-
terschiedlichen Aktionspotentialen, da in verschiedenen Regionen des Herzens ver-
schiedene Aktionspotentiale ablaufen (siehe Abbildung 2.13). Die Anstiegszeiten der
Aktionspotentiale variieren je nach Zelltyp (1ms bis 20 ms), ebenso wie die Dauer der
Aktionspotentiale (150 ms bis 300ms). Die initiale Phase des Aktionspotentials im
Kardiomyozyt ist identisch mit der in Neuronen. Anschliefend folgt beim Herzen eine
lingere Plateauphase, die auf dem depolarisierenden Einfluss von spannungsabhingi-
gen Ca**-Kanilen beruht. Diese haben eine Aktivierungsschwelle von etwa —40 mV
und inaktivieren innerhalb von 150 ms bis 300 ms. Daher werden sie zu Beginn des
Aktionspotentials aktiviert und bleiben wéihrend der gesammten Plateauphase gedff-
net. Zur Repolarisation tragen aufler der Inaktivierung der C'a?*-Kanile besonders
spannungsabhingige K "-Kanile bei. Diese werden wie in Nervenzellen durch Depo-
larisation aktiviert. In Herzmuskelzellen erfolgt die Aktivierung der K*-Kanile mit
Verzogerung, so dass die Repolarisation nicht sofort erfolgt. Die Inaktivierung der
Kanile ist indessen schneller, so dass keine Hyperpolarisation gegeniiber dem Ruhe-
potential auftritt. Speziell im Sinusknoten des Herzens liegt ein Ruhepotential von
—70 mV vor. Die Depolarisation erfolgt bis zu Werten von +20mV".



Kapitel 3

Nichtlineare Optik

In dieser Arbeit werden mittels nichtlinearer optischer Techniken Anderungen von
Membranpotentialen detektiert. Daher ist es notwendig im Folgenden kurz auf die
Ausbreitung, Entstehung und Beeinflussung der nichtlinearen optischen Antwort des
Mediums einzugehen.

Zur Beschreibung der nichtlinearen optischen Phinomene wird die Ausbreitung der
elektromagnetischen Wellen mittels klassischer Elektrodynamik beschrieben. Ledig-
lich an essentiellen Stellen, wo Licht-Materie-Wechselwirkungen behandelt werden,
werden die auftretenden Wechselwirkungskoeffizienten quantenmechanisch beschrie-
ben. Weiterhin wird die Modulation der nichtlinearen optischen Komponenten durch
ein ,,langsam“ verédnderliches elektrisches Feld, dem Membranpotential, erklart.

3.1 Elektromagnetische Wellen in Dielektrika

Die Ausbreitung ebener elektromagnetischer Wellen in einem dielektrischen Medium
wird durch die Wellengleichung, die sich aus den Maxwell-Gleichungen ergibt, beschrie-
ben: . .

-y= 10°FE 0?P
Hier sind E der elektrische Feldvektor, ¢ die Lichtgeschwindigkeit, ¢, die Dielektri-
zitdtskonstante des Vakuums, pg die Permeabilitit des Vakuums und P die Polarisati-
on des Dielektrikums. Die magnetische Feldkomponente beeinflusst die Bewegung der
Elektronen in einem Dielektrikum kaum, so dass diese nicht weiter betrachtet wird.
Die Wellenausbreitung einer ebenen monochromatischen Welle in z-Richtung wird be-
schrieben durch:

— ]_ — : ]. — ;
E(r,2,t) = §E0(r, z,t)eikz el §E§(r, 2, t)e!@t=k2) (3.2)

mit den transversalen rdumlichen Koordinaten r = (z,y), der Amplitude EO, der
Kreisfrequenz w und dem Betrag des Wellenvektors k£ = 27 n/A = wn/ec.

Da kurze Pulse elektromagnetischer Strahlung aus einem breiten Spektrum bestehen,
werden hier auch Beitrige zum totalen elektrischen Feld mit verschiedenen Frequenzen

21
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w; betrachtet:

Ep(r,z,t) ZEOJTZt ilkje—wit) 4 — ZEOJrzt) Uwit=k;2) (3.3)

Aquivalent dazu ist die Polarisation, die durch die elektrischen Felder induziert wird,

P(r, z,1) ZP (r,z,t)e k] zmwst) 4 2 ZP*th) Huwst—h'z) (3.4)

Der Wellenvektor kf kann vom Wellenvektor des elektrischen Feldes k; abweichen,
sobald unterschiedliche Phasengeschwindigkeiten zwischen der Polarisation und dem
erzeugenden Feld vorliegen.

Die Abhéngigkeit der Polarisation vom erzeugenden elektrischen Feld wird ndherungs-
weise durch eine Multipolentwicklung beschrieben, in der die Polarisation in Ladungs-
beitrdge wie Dipolterm, Quadrupolterm, usw. aufgeteilt wird. Dem liegt die Voraus-
setzung zugrunde, dass die elektrischen Felder schwach gegeniiber der Bindung der
Elektronen im Medium sind (N#herung der schwachen Felder).

ﬁ(?", Zat) = ,P(Ta 2 t) + VQ(T: Zat) SAVARAV/ O(T: Zat) + .. (35)

Der erste Term entspricht der Dipol-Polarisation, der zweite der Quadrupol-Polarisation
und der néchste der Oktupol-Polarisation, usw. Im weiten Bereich der optischen Wel-
lenléngen konvergiert diese Reihe sehr schnell, da die charakteristischen Dimensionen
des atomaren Oszillators deutlich kleiner sind. Somit wird die Dipol-Polarisation die
dominierende Antwort (Dipolniiherung) auf ein einfallendes elektrisches Feld sein.

Um eine Beziehung zwischen den Komponenten der Polarisation und denen des einfal-
lenden optischen Feldes herzustellen, betrachtet man zunéchst die Fourier-Komponenten
der Polarisation. Unter der Bedingung der Nidherung der schwachen Felder kénnen die
Fourier-Komponenten jedes Terms in eine Potenzreihe des elektrischen Feldes ent-
wickelt werden. Somit erhilt man fiir die Fourier-Transformierte die totale Polarisati-
on:

f’T(r, Z,w) = eoi(l)ET(r, z,w) + € [f(z)ﬁ%(r, z)]w + € [2(3)5%(7", z)]w

+ ...
160Q® 7 Erlr,z,0) + @ [Q2 v B2(n )]+ e [QF v Bir.2)] +

(3.6)

ET(T, z,w) ist die Fourier-Transformierte des totalen optischen Feldes ET(T, z,t) aus
Gleichung (3.3). [ ], symbolisiert, dass nur die Fourier-Komponente der Frequenz
w zum Wert in der Klammer beitragen soll. Die Koeffizienten der einzelnen Ter-
me bezeichnet man dabei als Dipol-Suszeptibilitit n-ter Ordnung und Quadrupol-
Suszeptibilitdt n-ter Ordnung.
Zerlegt man nun die Polarisation in die Summe ihrer linearen und nichtlinearen An-
teile, so erhélt man:

Pr(w) = Pf(w) + P (w) (3.7)

Mit den Beitrigen ﬁ% fiir die lineare Polarisation erhélt man:

PE(r, 2,w) = XV Ey (r, 2,w) + QM 7 Br(w) + .. (3.8)
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und fiir ]37]57 L fiir die nichtlineare Polarisation erhilt man:

BN (r, 2,w) = & [XPE(r, Z’”)]w 6o [V B, Z’w)]w 4o
t+eo [QP v B2 +e QP v E}] + . (3.9)

Eine Bedingung fiir die Giiltigkeit der Amplitudengleichungen ist die Ndherung der
schwachen Felder, aufgrund der die Stérungsentwicklung in P schnell konvergiert. So-
mit sind die Dipol-Polarisations-Terme die dominierenden Wechselwirkungs-Terme mit
optischen Feldern, und man erhilt durch Riicktransformation jedes Betrages der Glei-
chungen (3.8 und 3.9) die totale Polarisation in der Zeit-Doméne. Die resultierende
Gleichung beinhaltet Faltungen der Potenzen der zeitabhiingigen elektrischen Felder
mit den zeitabhingigen Antwortfunktionen des Mediums. Diese entsprechen den inver-
sen Transformationen der frequenzabhingigen Suszeptibilititen. Ist die charakteristi-
sche Antwortzeit der Polarisationskomponenten wesentlich schneller als die Anderung
der optischen Feldamplituden, so konnen die Faltungsintegrale durch einfache Produk-
te ersetzt werden:

—

Pr(t) = eoXMEp(t) + eoXPE2(t) + eo XD ER (1) + ... (3.10)

Einsetzen der totalen zeitabhédngigen Polarisation und des zeitabhingigen elektrischen
Feldvektors in die Wellengleichung (3.1) liefert einen Satz gekoppelter Differentialglei-
chungen der elektrischen Feldamplituden mit Termen der nichtlinearen Polarisation
als Quellterm kohérenter Strahlung neuer Frequenzen w;:

oL 1+ X(-l) O%E. 92PN
2E_ J J J
VBT T p T

=0 (3.11)

In der Ndherung der langsam variierenden Einhiillenden kann das elektrische Feld als
Produkt zweier Komponenten dargestellt werden. Eine oszilliert mit der optischen Fre-
quenz der einfallenden Strahlung, die andere mit einer wesentlich geringeren Frequenz
der Einhiillenden der optischen Pulse ! (fiir weitere Annahmen und N#herungen siehe
[89]).

Somit ndhert man:

O2E; " OE; J O2E; OE;
gz <hig, wnd pt <wy,
und erhilt mit k7 = w3 (1 + X§1))/c = win?/c® und Ak; = k; — k}" als Wellenvektor-
fehlanpassung fiir die Welle der j-ten Frequenz:

(3.12)

8Ej 22('03”? aEJ w]2 PNL —iAkjz
102 ¢z ot €oc?

V1 Ej + 2ik; =0 (3.13)
Hierbei wurden die Suszeptibilititen als dispersionslos angenommen, d.h. die Frequenz-

. (i) . 1 . o . .
abhéngigkeit von Y;” wurde vollstandig vernachlissigt. Dies ist bei monochromatischen
Wellen zuléssig, da hier die Feldamplituden zeitunabhéngig sind.

'Die Periodendauer einer optischen Oszillation bei 820nm ist etwa 300mal kiirzer als die Dauer
eines Pulses von 100fs.
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Die nichtlineare Polarisation PV" ist der Quellterm der nichtlinearen Strahlungsanteile
im elektrischen Feld. Aus der Wellengleichung (3.13) erhilt man fiir monochromatische,
ebene Wellen, die sich in z-Richtung ausbreiten, einen Satz gekoppelter Differential-
gleichungen:
0Ey(w,2z) ik 3y

0z  2¢yn? (
Die Kopplungsterme fiir einen nichtlinearen Prozess zweiter Ordnung enthalten dabei
die Polarisationsterme:

w, z)e” k= (3.14)

P@ (2w, 2) = eoX? (2w; w, w) E2(2w)e? hw?
PO (ws = wi + ws, 2) = €X' (—ws; wi, wa) Eg(wn) Eg wp) e’k Thez)?
]3(2) (Cdg = W1 — Wa, Z) = 60)2(2)(—003; w1, —u)g) ﬂo(wl)ﬁg (CUQ)ei(kwlikw?)z (315)

]3(2) (wg =0, Z) = 60)2'(2)((]; w, —w)Eo(Qw)Eg(w)ei(k‘—"”*kw)z

In diesen Termen ist neben der Frequenzverdopplung, der Summenfrequenz- und Diffe-
renzfrequenzbildung auch die optische Gleichrichtung enthalten. Hierbei bewirkt eine
Nettoverschiebung der Elektronen einen konstanten Polarisationsbeitrag. Dies ist ver-
gleichbar mit einer Polarisation, die durch ein externes elektrisches DC-Feld induziert
wird. Phasenbetrachtungen sind hierbei nicht notwendig, so dass auch keine Kohérenz
existiert. Dieser Effekt ist mit dem elektrooptischen Pockels-Effekt vergleichbar, so
dass dieser Tensor durch den Pockels-Effekt bestimmbar wird. Er bewirkt eine Aus-
richtung der nichtlinear optischen Molekiile in einer flexiblen Matrix.

Im Fall der Erzeugung der zweiten Harmonischen erhilt man zwei gekoppelte Diffe-
renzialgleichungen mit E,, = Eo(z)e*<* und E,, = Eo(z)e*>* [79, 90, 91, 19]:

8E_|’2w W = — iAkz
0E,  iw e ] bk
9~ oy [X(Q) (—Qw;w,w)Ewng] 'Rk (3.16)

mit Ak = ky, — 2k, = 2= ynd F*(w) = E(-w).

Die Energie die von einer elektromagnetischen Welle durch eine Fliche transportiert
wird, beschreibt der Poynting-Vektor S. Die zeitliche Mittelung von S liefert die In-
tensitdt des Strahlungsfeldes als direkte Messgrofie:

1=(181)= snee (BoBy) [W/m] (3.17)

Im Rahmen der Kontinuum-Feld-Ndherung erhilt man fiir den Photonenfluss:

¢ = <|fi}|> _ 10 02<7|Lfo |2> [Potonen/m2 s] (3.18)

Bei geringer Schwichung der Intensitit der monochromatischen Fundamentalen I,
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ergibt sich fiir die Intensitit der zweiten Harmonischen I, in Abh#ngigkeit von der
Ausbreitungsldnge [ im nichtlinearen Medium die Beziehung

L, (1)

2 |Y? (—2w; w,w ; 2
w ‘X ( )‘ 2P <sm (Akl/?)) (3.19)

w (AKL/2)

2¢0C3 n2ng,

Da die erzeugten nichtlinearen Strahlungsanteile eine gréfiere Phasengeschwindigkeit
als ihr Quellterm besitzen, kommt es im nicht phasenangepassten Fall zu einer Depha-
sierung. Im Fall der zweiten Harmonischen ist Fay, #* QIZUJ, so dass die Amplitude bis
zu einem zuriickgelegten Weg 7. maximal wird:

™ )\1

_|l;7’2w—212w|_4|n2w_nw|

(3.20)

Cc
Diese Distanz bezeichnet man als Kohé&renzldnge der zweiten Harmonischen. Sie liegt
in der Groflenordnung der fundamentalen Wellenlénge. Je besser also ko, und 2k,
bzw. ng, und n, iibereinstimmen, um so grofler ist die Kohérenzlinge der SHG und

somit auch der effektive Weg, auf dem sie generiert und nicht durch destruktive Inter-
ferenz begrenzt wird.

Im phasenangepassten Fall der Gleichung (3.19) ist Ak = 0. Fiir kleine Argumente
der (sin x)/z-Funktion steigt Io,(l) proportional zu I?. Falls die Schwiichung der In-
tensitdt der Fundamentalen nicht vernachléssigt werden kann, erhélt man als Losung
der Gleichungen (3.16):

1
cosh?

Lo(l) = 1,(0) tanh®(Gl) und  L,(1) = L,(0)——(GI) (3.21)

Y X (—2w; w0, w)|

1,(0) (3.22)

Hieraus erhilt man die Séttigung der Intensitit der zweiten Harmonischen durch die
Schwichung der Intensitdt der Fundamentalen wihrend der Frequenzkonversion.

2¢0C3 n?

3.2 Ausbreitung von Laserpulsen in Dielektrika

Die Pulsdauer nimmt durch den Einfluss linear dispersiver optischer Elemente in der
Regel zu. Der entscheidende Einfluss auf die Pulsdauer in einem Medium mit linearer
Dispersion wird durch die unterschiedlichen Gruppengeschwindigkeiten der spektralen
Anteile eines Laserpulses verursacht (Gruppengeschwindigkeitsdispersion). Der Effekt
der zeitlichen Pulsverbreiterung wéchst mit der spektralen Breite des Laserpulses.
Fiir transformlimitierte Pulse verhalten sich Pulsdauer und spektrale Breite reziprok
zueinander. Der Einfluss der Dispersion auf die Pulsdauer nimmt daher fiir kiirzere
Pulse zu. Die Zunahme der Pulsdauer 7 durch die lineare Dispersion des Mediums kann

A ) 2 3 2 . . ..
durch den Dispersionsparameter 2 = A" . 9% ynd die Pulsdauer im Transformlimit
To ausgedriickt werden.

0w? — 27z T 92

L . 7
T:Tgwl—f-L—d mit Ld:% (3.23)
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Man definiert eine fiir ein Material charakteristische Dispersionslinge L,;. Nachdem
ein Transform-limitierter Laserpuls der Dauer 7y die Dispersionslénge durchlaufen hat,
hat sich die Pulsdauer um einen Faktor v/2 erhéht. Die Dispersionslinge fiir die Wel-
lenldnge 800 nm in der Glassorte BK7 bei einem Transform-limitierten 100 fs-Puls ist
Ly = 0,74m, so dass diese Pulsverbreiterung im Folgenden nicht weiter betrachtet
wird.

Die Wellengleichung (3.13) muss bei pulsférmiger elektrischer Strahlung, d.h. zeitabhéngi-
gen Feldamplituden, aufgrund der Dispersion der Suszeptibilitidten durch Einfiihrung
der Gruppengeschwindigkeit modifiziert werden:

c/n;
= 3.24
ord T T (wj/nj)dw;/dn; (3.24)

Ersetzt man die Phasengeschwindigkeiten durch die Guppengeschwindigkeiten, so erhélt
man:

o 2 0E; 1 9E;\ | w! svp
V1 Ej + 2ik; ( ’ J) + —LPNre Nt = 0 (3.25)

+ .
0z Wy Ot €t/

Eine Beschrinkung der Konversion fiir die Frequenzverdopplung von nicht monochro-
matischen Wellen, den zeitlich kurzen und deshalb spektral breiten Pulsen, liegt in
der Gruppengeschwindigkeitsdispersion. Fiir einen 800 nm-Fundamental-Puls und der
zweiten Harmonischen (SHG) bei 400 nm betrégt die reziproke Gruppengeschwindig-
keitsdifferenz 190 fs/mm, da gilt:

1 1 1 1 ang anl
_ _ — —Xo—2 — — N 3.26
A’Ugr Vgr s Vgr,ag C (n/\2 28)\2 M ! a)\l) ( )

Die Divergenzlénge [,, zwischen dem Fundamental-Puls und dem zweiten Harmonischen-
Puls ergibt sich aus der Gruppengeschwindigkeitsdifferenz Avg,.

ly = 7_1A'Ug'r (327)

Das bedeutet fiir einen 100 fs langen Fundamentalpuls der Wellenlinge 800 nm eine
obere Beschrinkung der Wechselwirkungslinge in einem frequenzverdoppelnden Kri-
stall auf 500 pm.

So ist der S-Barium-Borat-Kristall (BBO) fiir die phasenangepasste Typ-I-Frequenz-
verdopplung bei einer Wellenléinge von 800 nm und fiir den senkrechten Einfall des Fun-
damentalen-Pulses optimiert. Die Konversionseffizienz erreicht fiir eine Kristalllinge
von 200 gm anndhernd Sittigung und liegt bei maximal 30 % [92].

In Quarz ist keine Phasenanpassung moglich, da sich die winkelabhéingigen Indexkur-
ven fiir den ordentlichen und auflerordentlichen Strahl nicht schneiden. Daher sind zur
SHG sehr diinne Quarzplédttchen notwendig, deren Dicke ein ungeradzahliges Vielfa-
ches der Kohirenzldnge sein muf.

Die Intensitidt des SH-Signals pro Laserpuls kann nach [31] abgeschétzt werden:

32 3w

I(2w) =
(2) cos® g, h 3 €9 (/€4

| F2w) x Y - -F(w)F(w) |? I*(w) AT (3.28)




3.3. ELEKTROMAGNETISCHE WELLEN AN GRENZFLACHEN 27

Hier sind o der Einfallswinkel der Laserpulse, F (w) das Produkt der Fresnelfaktoren
an der Grenzfliche (siehe Kapitel 3.3) mit der Polarisationsrichtung des Lasers bei der
Kreisfrequenz w und I(w), A, 7, sind die Intensitét, die Wechselwirkungsfliche und
die Pulsdauer der fundamentalen Laserpulse. Die SH-Intensitét steigt quadratisch mit
der Pulsleistung, doch wird ein Signal nur wéhrend der Dauer der Pulse generiert, da
die SHG ein instantaner Prozess ist.

3.3 Elektromagnetische Wellen an Grenzflichen

Zur Erzeugung der zweiten Harmonischen muss eine Symmetriebrechung vorliegen,
die im einfachsten Fall an Grenzflichen auftritt (siehe Kapitel 3.5). Daher werden hier
kurz die amplitudenmodifizierenden Koeffizienten, des auf eine Grenzfliache treffenden
elektrischen Feldes, beschrieben.

An einer Grenzfliche zweier Medien ist die tangentiale Komponente des elektrischen
Feldes beim Ubergang vom Medium mit dem Brechungsindex n.;, = n,.; in das Me-
dium mit dem Brechungsindex 7,4, stetig. Hierbei ist die xz-Ebene die Einfallsebene
und « der Einfallswinkel gegen die Grenzflichennormale. Das bedeutet fiir die Wel-
lenvektoren:

kein,m - kref,:v = ktrans,x (329)

Hieraus lassen sich die Fresnelschen-Formeln fiir senkrechte (L) und parallele (||) Po-
larisation beziiglich der Einfallsebene ableiten. Fiir die Amplitudenreflexionskoeffizi-
enten R; und die Amplitudentransmissionskoeffizienten 7; (Fresnel-Faktoren) gilt [98]:

2

‘ AT 2
R = (E[],ref) o kein,z - ktT‘aTLS,Z o Tein COS (v \/ntrans Mein 5117 Q (3 30)
1= - o .
Eﬂ,ezn n kein,z + ktrans,z Nein COS Q0 - \/n%mms — nzm sin? o
T = (Eﬂ,trans> . 2 kem,z _ 2Nein COS O
L=\ "] — o
E(],ezn L kein,z + ktrans,z Nein COS O -+ Nirans \/n%rans — ngm S’L”I”L2 (6
(3.31)
2 _ . 2 2 02
R = E(],'ref _ Nirans COS & Nein \/ntrans Nejp SN~ QO (3 32)
= = '
2 2 2. si
Eﬂ,ezn I Nirans COS O+ Ngip \/ntrans — Nein sin* a
T = EO,trans o 2 Nein Nirans COS & (3 33)
1= = '
2 2 2 gq
E(],ezn I NiransCOS O + Ngip \/nt'rans — Nein sin?

3.4 Bestimmung der Suszeptibilititen

Bis hierher wurde nur die Ausbreitung und Beeinflussung elektromagnetischer Wellen
in Dielektrika beschrieben. Im Folgenden wird die Erzeugung der zweiten Harmoni-
schen aufgrund der Wechselwirkung der einfallenden Strahlung mit der Materie be-
schrieben.

Die Wechselwirkung eines elektromagnetischen Feldes mit dielektrischer Materie erhélt
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man aus der Betrachtung zweier wechselwirkender Subsysteme. Das eine ist das Strah-
lungsfeld, das andere die optisch effektiven Elektronen der Materie, die sich im Poten-
tialfeld des wechselwirkenden Molekiils bewegen. Diese Betrachtungen erfordern quan-
tenmechanisches Vorgehen, da klassische Betrachtungsweisen wie das Drude-Lorentz-
Modell des anharmonischen Oszillators die nichtlinearen Effekte nur unvollstéindig wie-
dergeben [71].

Da zu einer quantenmechanischen Beschreibung des Systems oft nur die Energieni-
veaus der beteiligten Atome und ihre Ubergangsdipolmomente zur Verfiigung stehen,
wird hier der Dichtematrix-Formalismus angesetzt, um die Suszeptibilititen eines Sy-
stems zu bestimmen. Nur mittels des Dichtematrix-Formalismus lassen sich im Falle
resonanter Prozesse auch die Relaxationsprozesse richtig beschreiben.

Die zeitliche Entwicklung des Dichtematrix-Operators p wird durch die quantenme-
chanische Liouville-Gleichung beschrieben:

= [H. ] (3.34)

Der Hamiltonian besteht dabei aufgrund eines Storungsansatzes aus drei Termen:
H = HO + HWW + Hrel,m Hierin ist HU der Operator des ungestorten Material-
systems, Hyw der Operator, der die Wechselwirkungen des Lichtes mit der Materie
beschreibt und ﬁ,em X Ty = 1/Tym der Operator, der die Relaxation des gestorten
p proportional zur inversen Relaxationszeit zwischen den Zustédnden ins thermische
Gleichgewicht beschreibt. Hierbei liefert die Ddmpfungskonstante I';; die Besetzungs-
relaxation der Diagonalelemente und I';; die Dephasierung der Nichtdiagonalelemente
des Dichtematrix-Operators.

In der oben verfolgten elektrischen Dipol-Nidherung ist Hyw = —ef-E = — il - E.
Hier ist i der Dipolmoment-Operator mit seinen Dipol-Ubergangsmatrixelementen
tnm = i, =< m | —eT | n >, dessen Diagonalelemente identisch null sind. Der
Erwartungswert von /i ist gegeben durch:

< 1 >= Spur

nn nm 0 nm
(3.35)

Betrachtet man im Folgenden Uberginge zwischen den Zustinden < n | und | m >,
so erhélt man fiir die quantenmechanische Liouville-Gleichung:

ag;m - % o]+ % [Fww 8] = Tom(pm — P50 (3.36)

Im ungestorten Fall ist Hy | n >= E, | n > mit den Eigenzustinden | n > als
Eigenfunktionen des ungestérten Hamiltonian und den Eigenenergien F,,. Daher ist
ﬁo von diagonaler Gestalt, und es gilt Hy ,mm = Eodpsm,. Betrachtet man zunéchst den
ungestorten Kommutator, so folgt:

[IA{O, ﬁ] i = (H(]ﬁ - ﬁﬁo)nm = % (HO,nupum - pnuHO,um) (337)

— Z (En(snupum - pnuEm(Sum) — (En - Em)pnm — hwnm Prnm

v
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Somit erhélt man fiir die zeitliche Entwicklung der gestérten Dichtematrix pp, :

Opnm _ _ Lrgo 0
8t = — 1WpmPnm + ﬁ [HWW7 P] nm - an(pnm - an) (338)

Diese Gleichung ist analytisch meist nicht losbar, daher erfolgt ein Stérungsansatz
gemaf:
Prm = Py + Py + Pl + - (3.39)

Eingesetzt in die Gleichung (3.38), ergibt einen Satz Differentialgleichungen fiir ¢ € N:

Opom _ . :
ot anmpgzor)n = Tom (pgl(?r)n - pgl(?r)n) == anmpgzor)n
8p(Q) 1 N
nm _ _ (a) _ () —— 5a—1)
5" =~ il — Tamplf + — [Hww, p7Y] (3.40)

Die erste Gleichung beschreibt die Entwicklung des Systems in Abwesenheit eines
externen Feldes. Die Diagonalmatrixelemente p,, = (n | p | n) beschreiben die Beset-
zung des Systems im Zustand | n > , wihrend die Nichtdiagonalelemente py,, =<
n | p | m > das System als Mischzustand von | n > und | m > beschreiben.
A9 ist im thermischen Gleichgewicht durch die Boltzmann-Verteilung bestimmt und
PO =0 fiir n # m. Die Besetzungsrelaxation ist ein Ergebnis von Ubergingen zwi-
schen Zustédnden, induziert durch Wechselwirkungen mit dem umgebenden thermi-
schen Reservoir.

Eine Integration der Gleichungen erfolgt durch Substitution, die partiell nach der Zeit

integriert und anschlieflend zuriicksubstituiert wird?:
t 1 .
(1)t:/ — [Hyw(t), p
pnm() —oo’ih[ WW( )7/)

Analog verlaufen die {ibrigen Integrationen fiir die h6heren Korrekturen des Dichtematrix-
Operators ab, so dass allgemein gilt:

eliwnmFTum)(t'=0) gy (3.41)

1 -

) t . /

P%q%(t) _ 6—(zwnm+an)t1 E [HWW(tI), ﬁ(q—l)]nm liwnm+Lnm)t’ gy (3.42)
Berechnet man zunéchst den Kommutator fiir den linearen Fall, mit dem Wechselwirkungs-
Hamiltonian Hyw (') = — ji- E(t') und den Bedingungen der ungestorten Dichtema-
trix p®) = 0 fiir n # m, so folgt:

[ﬁww(t), ﬁ(o)]nm =y (HWW,nu(t)pz(/% - p’ELOU)HWW,Um(t))
==Y (i), = P fim) E(®) = (0, — o)) itnm - E (1) (3.43)

Setzt man dieses Ergebnis fiir den Kommutator in die Gleichung (3.41) des Dichtematrix-
Operators ein, so folgt mit dem externen elektrischen Feld E(t) = 3, E(w,)e™ ™"

—

i = —(iw. ¢ iw !
A= 0= - Tt [ (it

Zeine ausfiihrliche Darstellung findet man in [118]
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li@nm—wp)+Tam )t *

— 1 (0) ZE_" wp anm‘i‘rnm)t

(Do — POV : (3.44)
h 5 i(Wpm — wp) + Ty

— o0

_‘nm : E i
= (40— Y @p) i

) ((Wnm — wp) — i Lpm)

Mit diesem Ergebnis kann der Erwartungswert des induzierten atomaren Dipolmo-
mentes berechnet werden:

L - o (- E(Wp)) s
< >=3" plindinm = D (P — P4R) € (3.45)

Zerlegt man < /i > in seine Frequenzkomponenten Y, < ji(w,) > e "“#", so erhilt
man iiber die lineare Polarisation P(w,) = N < f(w,) >= eoXM(w,) - E(w,) die
lineare Suszeptibilitit ¥ mit N als Teilchenzahldichte:

N _’mn _’nm
v (w,) = — (0 — p©)__ Hmnl! (3.46)

Pmm nn (wnm _ Wp) _ Zan

Somit ist die lineare Suszeptibilitiit proportional zur Besetzungsdifferenz (p0) — p(0))
der Niveaus | m > und | n >. Vertauscht man noch die Indizes in dem zweiten
Summanden, nutzt Symmetrieeigenschaften® und setzt eine vollstindige Besetzung
des Grundzustandes | g > an, was zu p(%) =1 und p{9) = 0 fiir m # g fiihrt, so erhilt

g
marn:

(3.47)

“‘(U(w ) — ﬁ ﬁgnﬁng + ﬁngﬁgn
p . .

heo 57 [(Wng —wp) — 1Ty (Wng +wp) — i1,
Ist die einfallende Frequenz w, energetisch in der Nihe eines Uberganges mit der
Ubergangsfrequenz wyy so kann man den zweiten Term vernachléssigen.
Bestimmt man nun den Kommutator, der zur Suszeptibilitit 2.Ordnung fiihrt, so
erhilt man:

[Fww. 7] Z—Z(uwpym P fium ) E (1) (3.48)

Tauscht man in Gleichung (3.44) die Indizes passend aus, so ergeben sich:

i E(w ) .
1 — (0 (0) Hym P —iwpt
Pom = (pmm - 101/1/) E : - e 7
> W(wWom — wp) — i Tum)
(1) = (50 — p©) T finy - E(wp) iyt 549
Pny (puz/ pnn) ~ h((wm, — (Up) — ’L’I‘m,)e ( . )

Man erhdlt damit vollig analog zur Bestimmung der linearen Suszeptibilitdt, fiir die
Korrektur 2.0rdnung der Dichtematrix, mit dem elektrischen Feld E(t) = 3, E(w,)e " “a":

Z Z p (ﬁmu ) E( Q))(/_jum ) E(wp))

pl/ll . .
- P (@ — @y — 9q) — i Do) (o — 95) — 1 Tyr)
_(pz(/(x]/) _ P(O)) (ﬁnu ’ E(wp))(,uum ’ E(‘UQ)) 6—z‘(wp+wq)t (3‘50)

" hQ((wnm — Wy — wq) - Zrnm)((wnl’ - (Up) - ’er,)

3Wmn = —Wnm und Ty = Ty [118)]
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Mit dem Erwartungswert fiir das atomare Dipolmoment < i >= >, .. pumflmn und
< >=3, < ji(w) > e 't erhilt man, zusammen mit der komplexen Amplitude
des nichtlinearen Dipolmomentes < fi(w, + w,) >, das mit der Frequenz (w, + w,)
oszilliert, fiir die nichtlineare Polarisation 2.0rdnung:

PO (wy + wyiwg,wp) = N < fi(wy 4 wy) >=

(Fonw - E(Wq)) (o - E(W)) Flrnn
e n%:%q: (), — pS)) o ) AT (oo — ) T (3.51)

(fn - E(wp))(ﬁum : E(wq)) fimn
((Wnm — wp — wq) = i D) (Wi — wp) — i Ty)

—(plY) — )

Ein Vergleich mit P® = ¢, ¢ (w1 + wa; wi, wz)EQ liefert schlieBlich fiir die Suszeptibi-
litdt 2.0rdnung:

)Z(Q) (wp + Wqi Wy, Wp) =

N (ﬁmn . ﬁnu . ﬁum)
S o) _ (0
Pmm — Py ; - 3.52
e 2 |l N @om =y —0) = T (o =) =iy &52)

((Wnm = wp = wg) = i L) (Wi — wp) — i Ts)

Diese Darstellung besitzt jedoch noch keine Permutationssymmetrie, die fiir den Y-
Tensor jedoch gefordert wird (siehe Kapitel 3.5). Diese erhilt man nach Aufteilung
der Terme und Vertauschen der Tensorkomponenten:

2
XgJ)K(wP + We; We, Wp) =

N P o 1
© _ vkl b
T oL T s e
Hn Hp M
((wnm — Wp — wq) — i Do) ((Wom — wp) —ilym)

I, J K
-2 - 2 Vi |
(Wnm — wp —wq) — i D) ((wny — wp) — 1 0)

+

(3.53)

N o o Hiny )]
((wnm —Wp — wq) - irnm)((wnu - Wp) - irnu)

Da iiber die Indizes m,n,v summiert wird, stellen diese nur Scheinindizes dar, so
dass man diese auch ersetzen kann. Mit den Beziehungen w;; = —wj; erhdlt man eine
kompakte Form fiir den Suszeptibilitidts-Tensor 3.Stufe:

2
X(IJ)K(WP + Wq; Wy, wp) =

1,J K
S X - A Haolonbin |
2h%€0 g " ((wag — wp —wq) = i Tag) ((wmg — wp) — i I'mg)
1 ,K J
4 Mgauam:umg (354)

((Wag — wp — wq) — 1 Lag) ((Wmg — wq) — i Limg)
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Ha amHPimg
((Wam + Cdp + w‘]) + iram)((wmg - wp) - Zrmg)
N [l g

+

Hierbei kénnen Ubergiinge zwischen dem Grundzustand | g > und dem angeregten Zu-
stand | a > iiber einen Zwischenzustand | m > erfolgen. Sind alle beteiligten Frequen-
zen jedoch weit entfernt von den Resonanzen des Systems, so konnen alle imaginéren
Anteile vernachlissigt werden, was den Ausdruck fiir die nichtlineare Suszeptibilitit
2.0rdnung weiter vereinfacht.

Prinzipiell sind anhand Gleichung (3.54) die Beitéige zu den Komponenten der Suszep-
tibilitdt 2.0rdnung, die Ubergangsdipolmmomente abzulesen. Diese sind letztendlich
verantwortlich fiir die vermittelnde Wechselwirkung zweier Photonen, die ein Photon
der doppelten Energie generiert.

Die Ausdriicke fiir ¥ sind in der vorliegenden Form nur fiir stark verdiinnte Medi-
en korrekt. In kondensierter Materie werden induzierte Dipol-Dipol-Wechselwirkungen
relevant und fiihren zu notwendigen Lokalen-Feld-Korrekturen. Die allgemeine Herlei-
tung der Lokalen-Feld-Korrekturen nimmt isotrope Medien mit gut lokalisierten Bin-
dungselektronen an.

Das lokale Feld an einem Punkt ist die Summe aus dem angelegten E-Feld und dem
Dipolfeld der Nachbaratome EPiel:

E_u’lokal — E + E’Dipol (355)

Im Lorentz-Modell des harmonischen Oszillators ist:
EPwpol — —_ 3.56
e (3.56)

Driickt man die Polarisation durch die mikroskopischen Polarisierbarkeiten o, E, ~ aus
(siehe Kapitel 3.6), so gilt:

]DZ(CU) = €y N[CkijEflﬂml(w) + 5ijkE§Okal(w1)E]lCOkal(w2) + ]
€o N

= m[%ﬂi(w) + Bij By (w1) Br(ws) + ... (3.57)

3 €0

Die Beitrige von P™ mit n > 1 zu E werden hierbei vernachlissigt, da diese sehr

klein sind. .
., E(w)
lokal (, , \ __ ?
E (w) = (1 ~ Na(w,—)) (3.58)

Ein Vergleich liefert dann:
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Np(w)

2(2) () — _
X (w=w+w) = e o — (3.59)
(=) (1 ) ()
Mit Clausius-Mosotti % = % und €, = 1 + x(V liefert ein Vergleich mit Gleichung
(3.57) die lokalen Feldkorrekturen L®):
XV (w) =N LY a(w)
=1 a2 (3.60)

(1_ M) 360

3

Und fiir die Suszeptibilitit zweiter Ordnung erhélt man:

X (w = w; +wy) = NL? B(w)

o (02 (st +2) (5100 +2) 5o

Derartige Korrekturen sind jedoch nur dann notwendig, wenn die mikroskopisch rele-
vanten Objekte dicht gepackt sind. Im Fall der Einlagerung von molekularen Potenti-
alsonden in Membranen wird eine etwa 1%-ige Beladungen der Membran eingesetzt,
so dass Korrekturen aufgrund intramolekularer Wechselwirkungen nicht immer not-
wendig sind.

3.5 Eigenschaften der Suszeptibilitit 2. Ordnung

Die ausgeprigte Oberflichensensitivitit der SHG wurde zuerst an Metalloberflichen
gezeigt. Dafiir erhielt man starke SH-Signalintensititsidnderungen bei Oxidations-Re-
duktions-Zyklen von Silber-Elektroden durch Zugabe eines 0,1 M-KCI Elektrolyten
[87]. Diese starke Oberflichensperzifitit resultiert aus einem Symmetriebruch an der
Oberflache. Nur Medien ohne Inversionszentrum liefern im Rahmen der Dipoln&herung
frequenzverdoppelte Beitrige. Das zentrosymmetrische Substrat trégt hierzu nicht bei
4

Das Argument hierfiir liefert das unsymmetrische Potential des Molekiils in dem sich
die Elektronen bewegen. Nur Molekiile mit unsymmetrischen Potentialen liefern auch
gerade Beitrige zu den Nichtlinearitdten. Ihre Potentiale haben somit die Gestalt:

V(E) = —¢ (%aEQ + %BE?’ + %E‘* + ) #V(-E) (3.62)

Mit P = —0V/OFE erhilt man bei diesen unsymmetrischen Potentialen auch gerade
Anteile zu den nichtlinearen Polarisationen:

3 3 3
P] :GOZX(;J)EJ—FGQ Z X(IQJ)KEJEK—FEO Z X(I?L)])KLEJEKEL+"-
J=1 J,K=1 J,K,L=1

I,JK,Le{X,Y,Z} (3.63)

4Frequenzverdopplung erhilt man auch aus elektronischen Quadrupolwechselwirkungen in Materie
mit groflen dielektrischen Konstanten im optischen Bereich. Diese Wechselwirkungen erméglichen
auch die SHG in zentrosymmetrischen Regionen, doch sind diese Intensitdten deutlich schwécher als
die bisher betrachteten Dipolbeitrige.
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Y@ verkniipft die drei Komponenten der Polarisation mit den 3x3 Komponenten der
Felder:

ExEx
P(2) Ey By
X XXXX XXyvy XXxzz XXyz XXXz XXXY E.E
PP | =¢ | 527 (3.64
v o| Xyxx Xyvyy Xvzz Xvyvz Xvyxz XyXy 9By Ey ( . )
(2)
Pz Xzxx Xzvy Xzzz Xzvz Xzxz XZXYy 9By Ey
2FEx Ey

X(IQJ)K ist also ein komplexer Tensor 3.Stufe mit 27 verschiedenen Elementen.

Eine Reduzierung von X(IQJ)K auf 18 linear unabhéingige Elemente in Gleichung (3.64)

erhilt man durch die Permutationsmdoglichkeit der einfallenden Wellen, so dass gilt:

(w0 = 0 +w2) = X Phr(wr = —wz + w) = Xy we = w — w1)

(2) (2) (2)

. 1 1
X1y (2w =w+w) = §XJ1J(W = 2w —w) = §XJJI(W = —w + 2w) (3.65)

Eine weitere Reduzierung erhélt man unter der Voraussetzung, dass die Diampfung
vernachlissigt werden kann® und die Dispersion nicht beriicksichtigt wird. Mit X?J)K =
XSQI)K erhilt man gemif der Kleinmann-Symmetrie [100] 9 weitere unabhéingige Ne-

benbedingungen aus den moglichen Permutationen der Indizes in Gleichung (3.63):

2 2 2 2 2 2
XgJ)K = X(K)IJ = XL(H)U = SI)K = X(K?]I = Xgl)(J (3-66)

Hierdurch werden die 27 Komponenten des x?
reduziert.

Strukturelle Symmetrien der nichtlinearen Medien und deren Bausteine, z.B. der Mo-
lekiile, resultieren aus den Symmetriegruppen dieser und kénnen die Anzahl der un-
abhéngigen Tensorelemente noch weiter reduzieren (siehe Kapitel 4.2).

Da die rdumliche Symmetrie senkrecht zu einer Oberfliche immer gebrochen ist, wird
die SHG maximal, wenn die Richtung des einfallenden Feldes parallel zu dieser Ober-
fliche ist.

Die SHG ist im Gegensatz zur Zwei-Photonen-Absorption mit Fluoreszenzrelaxation
(TPEF) ¢ vollstiindig unabhiingig von absorptiven Prozessen und erfolgt ausschliefi-
lich instantan iiber die nichtlineare Polarisation in den vermittelnden Medien. Die
Intensitit des SH-Signals kann jedoch zusétzlich eine resonante Steigerung bis zu zwei
Groflenordnungen erfahren, wenn die Energie der Harmonischen mit einer elektroni-
schen Absorptionsbande des vermittelnden Systems iiberlappt [49]. Somit wird die
gesamte Antwort zweiter Ordnung zu einer Summe von nichtresonanten und resonan-
ten Beitriagen:

-Tensors auf gerade 10 unabhingige

2 2 2
X(Gf)zsamt = Xs\fzchtresonant + Xg%gsonant (367)

5d.h. die V\iellgnausbreitgng erfolgt verlustfrei, somit ist die pro Schwingungsperiode geleistete
Arbeit null § PAE =0 = Vg x P =0
6Siehe Kapitel 3.7.
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3.6 Potentialsensitivitit der Suszeptibilitit 2.0rd-
nung

In der vorliegenden Arbeit werden Membranpotentiale von biologischen Zellen mittels
nichtlinear optischer Methoden untersucht. An dieser Stelle soll die Potentialsensiti-
vitét der nichtlinearen Suszeptibilitéit beschrieben werden, die die Kopplung des Mem-
branpotentials an das elektrische Feld der Harmonischen beinhaltet. Hierfiir gibt es
mehrere Ansétze.

Man unterscheidet zwischen induzierten Anderungen der molekularen Orientierung der
dominierenden Hyperpolarisierbarkeitsachse, wie bei der Elektrischen-Feld-Induzierten-
SHG (kurz: EFISH), und der direkten Beinflussung der Hyperpolarisierbarkeit bzw.
der nichtlinearen Suszeptibilitéit.

Auf molekularer Ebene korrespondieren ¥ mit @ und v mit 3, der mikroskopischen
Polarisierbarkeit und Hyperpolarisierbarkeit.

Die Potenzreihenentwicklung der induzierten molekularen Polarisation p in der elek-
trischen Feldstéirke verlduft analog zu der der makroskopischen Polarisierbarkeit:

3 3 3
pi=Hgited ayEi+e > BinEiEy+e Y. VimEiEvE + ..i,5. k.l € {z,y, 2}
Jj=1 J.k=1 g,k l=1

(3.68)
mit p4; dem permanenten Dipolmoment des Molekiils.
Hierbei ergibt sich X?J)K aus fj;r durch Koordinatentransformation aus dem moleku-

laren in das makroskopische Koordinatensystem und Summation iiber alle Beitréige:
Xl = N RyRy; R L) B (3.69)

mit R;; als Projektionsfaktoren (R;; = cos ay;), die die molekulare Orientierung rela-
tiv zu den makroskopischen Koordinaten beinhaltet, Lg,)c
gemifl Kapitel 3.4 und N der Anzahldichte der Molekiile.
Werden polare Molekiile in Losung durch ein externes, im Vergleich zur Variation der
optischen Feldamplitude, statisches elektrisches DC-Feld ausgerichtet, so induziert die
gesamte Ausrichtung eine polare Achse in dem Medium. Die Suszeptibilitit zweiter

Ordnung steigt hierdurch um einen Faktor an, den die Langevin-Funktion liefert:

den lokalen Feldkorrekturen

Jo €P**cos" o sin avda
Ln - T oD CoOS L gg
Jo ereosasin avda

[102] (3.70)

Im Fall eines linearen Molekiils mit einer dominierenden Hyperpolarisierbarkeitsachse
in z-Richtung erhélt man somit als relevante Beitrdge fiir die Suszeptibilitidt zweiter
Ordnung;:

1
Xokx = §NL(2) (L1 — L3) Bz

Derselbe Effekt der molekularen Ausrichtung wird auch durch die EFISH beschrieben.
Hierbei geht man jedoch den Weg iiber die Suszeptibilitit 3.0rdnung Y. Statt drei
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wechselwirkender Photonen setzt man hier zwei gleiche Photonen, wie im Fall der
SHG, mit w = 2w und ein statisches Fpc-Feld als w = 0 an.

Plisy = X (2w;w,w, 0) B3, Epe (3.72)
Hat das einfallende optische Feld und das DC-Feld dieselbe Polarisation, so gilt [103]:

fio-
S5kpT

PEQISH =N L® (7(3)(2w; w,w,0)+ ) E2 Epe [141] (3.73)
Hier wird durch Anlegen eines dufleren DC-Feldes an ein molekulares Ensemble in
Losung eine mittlere Orientierung der Molekiile induziert, die damit ein Medium mit
verschwindender Zentrosymmetrie bilden, so dass die SHG mdoglich wird.

Im Gegensatz dazu kann ein dufleres DC-Feld die Hyperpolarisierbarkeit bereits ausge-
richteter Molekiile, also in Medien mit verschwindender Zentrosymmetrie, beeinflussen.
Derartige Medien beinhalten oft Molekiile mit groflen permanenten Dipolmomenten
und daher meist auch groflen Hyperpolarisierbarkeiten aufgrund von Donor-Akzeptor
substituierten Gruppen. Sind dies dariiber hinaus noch konjugierte Molekiile, so be-
sitzen sie energetisch niedrig liegende angeregte Ladungstransferzustinde mit grofien
Anderungen des Dipolmomentes i aufgrund einer Ladungsverschiebung entlang der
Molekiilachse (siehe Kapitel 4.2).

Das nichtresonante zwei-Niveau-Modell (Sy — S;) von Oudar und Chemla [27] liefert
fiir den Ladungstransferbeitrag in Molekiilen die Hyperpolarisierbarkeit:

3w 2, Ap
—2w; S 9292 3.74
ﬁCT( Wi w, (U) 2 ¢ h2 (wga wg)(wga _ (20})2) ( )

mit der Ubergangsdipolmoment-Matrix fi,, (vergleiche mit Gleichung (3.54)). Die ge-
samte resultierende Hyperpolarisierbarkeit setzt sich additiv aus dem Ladungstrans-
ferbeitrag und dem energetisch hoheren Beitrag der Donor-Akzeptor-Gruppen Eadd
zusammen.

B = Buaa + Ber (3.75)

Ein externes DC-Feld beeinflusst die Dlpolmomentanderung Ap. Daher ist die SHG
inhédrent sensitiv auf Membranpotentialinderungen Epc. Entwickelt man die Ande-
rung des Dipolmomentes im Grundzustand aufgrund des DC-Feldes in eine Potenzreihe
geméf:

- 1 o™i
:ug( DC) Z [m aEDC

so erhiilt man fiir die dominierende potentialabhfingige Hyperpolarisierbarkeit [72, 19,
80]:

E%C] = ﬁg,O + a- EDC + ,g 'EDCEDC + ey (376)
0

3 w? /13 _
L Apo + AaEpe) = fo + B(E
e (0, — )y — () 0T B = ot H(Ene)

(3.77)

Bor(—2w;w,w) &

"Die Herleitung der Hyperpolarisierbarkeit verlduft vollig analog zur Suszeptibilitit zweiter Ord-
nung in Kapitel 3.4.
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Fiir die gesamte Intensitit ergibt sich nach Geichung (3.17) und (3.68) in diesem Fall:

3 3 3 3
Ii ~ (Z (l/ijEj)Q + (2 Z OéijEj Z ﬁ”kEjEk) + ( Z ﬁijkEjEk)2 (378)
7=1

j=1 7,k=1 7,k=1

Der erste Term beschreibt die lineare Wechselwirkung des Mediums mit der einfallen-
den elektromagnetischen Strahlung. Der zweite Term und der dritte Term beschreiben
die nichtlineare Wechselwirkung. Fiir den zweiten Term gilt:

3 3
(2D iiEj Y BijeEiBr) ~ 204;E7 Ey[(1ta — 11g) + (@0 — ag) Epc] (3.79)
i=1 jk=1

= 200 (jtq — Mg)EfEk + 20 (g — ag)EDCEJ?Ek (3.80)
Fiir den dritten Term gilt:

(> BikEiER)? ~ [((1a — tg) + (0 — ag) Epc) E; By (3.81)

jk=1

= (Ma — Ng)2E32E13 + 2(pta — pig) (g — ag)EDCE]ZElz + (g — ag)QE%CE]ZEz (3.82)

Man erhélt Beitréige des statischen elektrischen Feldes zur SH-Intensitét die linear und
auch quadratisch sind.

Analog zur EFISH gibt es auch hier eine Beschreibung, die makroskopische nichtli-
neare Suszeptibilititen nutzt. Hierbei setzt sich die gesamte Suszeptibilitit 2.0rdnung
additiv aus einem Oberflichenbeitrag, und einem Suszeptibilititsbeitrag 3.0Ordnung
modifiziert durch das externe DC-Feld zusammen:

X(stamt = X(Olzerfliiche + X(3)EDC' [101] (383)

Dabei resultiert )Z'ggerﬂache aus der strukturellen Asymmetrie der Grenzfliiche, Epc
aus dem statischen elektrischen DC-Feld und ¥®) aus denselben Symmetriebedingun-
gen wie Y?). Die Suszeptibilititen dritter Ordnung sind in der Regel um vier bis fiinf
Groflenordnungen kleiner als die zweiter Ordnung. Nur durch grofie Felder, wie im Fall
von Intramembranfeldern von bis zu 3 - 10”7 V/m, liefert dieser Term einen signifikan-
ten Beitrag zur gesamten Suszeptibilitit. An dieser Stelle sei ganz klar angemerkt,
dass dieser Effekt deutlich von der Induktion der zweiten Harmonischen durch elek-
trische Felder (EFISH) zu unterscheiden ist. Bei EFISH organisiert ein von auflen
angelegtes elektrisches Feld die zufillig orientierten frequenzverdoppelnden Farbstoff-
molekiile in einer geordneten Art und Weise. Erst durch diese induzierte Ordnung ist
die SHG moglich. In den hier vorgestellten Féllen sind die Molekiile jedoch schon durch
den Einbau, z.B. in eine Membran, orientiert und radial angeordnet und ein externes
elektrisches Feld modifiziert lediglich die Grofle der Hyperpolarisierbarkeit, bzw. der
Suszeptibilitit 2.0rdnung.

Aufgrund dieses Mechanismus ist die SHG eine inhérent sensitive Messmethode zur
Detektion von Transmembranpotentialen.
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3.7 Zwei-Photonen-Absorption

Ein physikalisch vollstdndig anderer, aber in Verbindung mit der resonanten SHG
hiufig auftretender Effekt ist die Zwei-Photonen-Absorption.

Maria Goppert-Mayer [104] sagte bereits 1931 mittels Storungstheorie zweiter Ordnung
die Moglichkeit einer Zwei-Photonen-Absorption voraus. Hierbei erfolgt ein resonanter
elektronischer Ubergang in einem Molekiil, der gleichzeitig zwei Photonen benétigt.
Die Auswahlregeln, die im Fall eines einfachen Ubergangs gelten, haben dabei keine
Giiltigkeit mehr. Linear-optisch verbotene Uberginge konnen unter Umstinden nicht-
linear optisch erlaubte Uberginge sein.

Nach Reintjes [89] wird die Zwei-Photonen-Absorption durch den Imaginérteil eines
Y®)-Prozesses beschrieben?:

3

PI(3) — Zlm [X@KL(WQ —w,w,w)] E3(—w)Ek(w)EL(w) (3.84)
[mi(ii) _ NT | ,D:ag |2

Tk ((Aw)2 n FQ) (Pg = Pa) (3.85)

Mit dem Ubergangsdipol-Matrixelement flag:

ﬁag:z:[hﬂam',umg + Ham * Hmg ] (386)

m (w1 — wmg) R (wy — wmg)

Durch die Ausbreitung der elektromagnetischen Welle im Medium findet ein Energie-
austausch mit dem Medium statt. Damit wird die einfallende Welle durch Absorption
geddmpft. Die Absorption durch das Medium entlang der Strecke z wird beschrieben

durch:
ol,

— = —wy I 3.87
az w ’7 w ( )
mit dem Zwei-Photonen-Absorptionskoeffizient ~ :
v = 5T Im [)2'(3)(w' —w,w w)} (3.88)
n? €y cA o

Mit der Technik der Zwei-Photonen angeregten Fluoreszenz (kurz: TPEF) wird ein
Farbstoffmolekiil simultan vom Grundzustand S; iiber einen virtuellen Zwischenzu-
stand in ein angeregtes Niveau (S; oder Sy) angeregt. Aus Sy wiirde ein schneller,
strahlungsloser Zerfall nach S; stattfinden, so dass die Fluoreszenzemission S; — Sy
unabhingig vom Anregungsweg erscheint.

Die Fluoreszenzstrahlung kann spektral in der Nihe des SH-Signals liegen, weshalb sie
in nichtlinear optischen Experimenten oftmals simultan zur SHG detektiert werden.

8Dies stellt mathematisch den Umkehrprozess der Selbstphasenmodulation dar, die durch den
Realteil beschrieben wird.



Kapitel 4

Nichtlineare Optik an
Potentialsonden

Molekulare ,,Voltmeter®, die intrinsisch oder extrinsisch in Zellmembranen eingela-
gert werden, bilden heute wichtige Instrumente zur minimalinvasiven Detektion von
schnellen Spannungstransienten in Zellen. Diese Spannungstransienten, auch Aktions-
potentiale genannt, sind fiir den schnellen Informationsaustausch der Zelle mit ihrer
Umgebung notwendig.

Die Entwicklung der potentialsensitiven Farbstoffe fiir Zellmembranen begann mit
den sogenannten Fluoreszenz-Nernst-Farbstoffen, die auf der Sekundenskala auf Mem-
branpotentialinderungen reagieren, und wurde mit den fest in der Zellmembran ver-
ankerten Fluoreszenzsonden fortgesetzt, die aufgrund ihrer amphiphilen Struktur in
der Membran fixiert sind. Farbstoffe, deren Antwortmechanismus auf nichtlinear op-
tischen Effekten beruht, stellen die schnellsten ,,Voltmeter“ dar, da sie instantan auf
Potentialdnderungen reagieren.

4.1 Fluoreszenz-Potentialsonden

Fluoreszenzfarbstoffe werden seit mehr als 30 Jahren zur Detektion von Membran-
potentialen eingesetzt [9, 133, 127, 132]. Pionierarbeit auf diesem Gebiet leisteten
Arbeitsgruppen um Cohen, Waggoner, Grinvald, Salzberg und Loew [125, 126, 129,
128, 127]. Die anfiinglich eingesetzten Nernst-Farbstoffe, wie Cyanine, Oxonole oder
das Rhodamin 123, besitzen keine amphiphile Struktur und unterliegen daher einem
Verteilungsgleichgewicht entsprechend der Nernst-Gleichung (siehe Kapitel 2.2), das
durch eine Membranpotential&dnderung gestért werden kann. Diese Umverteilung zwi-
schen wissriger Phase und lipophiler Phase induziert aufgrund des elektrischen Re-
aktionsfeldes eine Dipolmomenténderung in den Farbstoffen und beeinflusst somit die
Lage der elektronischen Niveaus. Dies fiihrt zu einer Verschiebung der Absorptions-
und Fluoreszenzbanden und zu Anderungen in den Fluoreszenzintensititen [106]. Auf-
grund des Umverteilungsmechanismus, reagieren diese Farbstoffe jedoch nur auf der
Millisekunden- bis Sekunden-Skala [107]. Die Diffusionsgeschwindigkeit in die Mem-
bran wird zusétzlich noch durch die Membranviskositit beeinflusst. Weiterhin kénnen
sich bei diesem Typ Farbstoff, bei hoheren Konzentrationen, Dimere mit einer anti-

39
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parallelen Ausrichtung der Dipole zueinander ausbilden. Diese Dimere fluoreszieren
nicht mehr. Das Membranpotential kann jedoch dieses Monomer-Dimer-Gleichgewicht
storen [107]. Bei Oxonolen beobachtete man ein vollstindiges Hindurchtreten der Farb-
stoffe durch die Zellmembran in das Zytoplasma. Hier beeinflussen Wechselwirkungen
mit zytosolischen Bestandteilen die Fluoreszenz [130]. Die Potentialsensitivitit ist mit
bis zu 80% Intensititsinderung pro 100 mV Membranpotential sehr hoch [131], aber
wenig aussagekriftig fiir lokale Transmembranpotentiale.

Aktuelle Fluoreszenz-Farbstoffe wie di-4-ANEPPS besitzen eine lipiddhnliche Struk-
tur, die eine effiziente und geordnete Einlagerung in die Membran ermdglicht. Sie
reagieren schnell, im Bereich von Mikro- bis Millisekunden [124], auf Anderungen des
Membranpotentials. Der Grund hierfiir liegt in der Verschiebung der Energieniveaus
des Farbstoffmolekiils um AW = Afi- Epc + 1/2Aa - E%C durch das Membranpo-
tential E pc, was als Stark-Effekt bezeichnet wird. Aufgrund des geringen Einflusses
des Stark-Effektes liefern diese Fluoreszenzfarbstoffe trotz der hervorragenden Einla-
gerungscharakteristik nur schwache Membranpotentialabhéngigkeiten von bis zu 10%
Intensititsinderung bei 100 mV Potentialinderung?.

Diese Klasse von Fluoreszenzfarbstoffen zeigt in fluideren Membranen verstirkt ein
strahlungsloses Deaktivieren aufgrund von TICT-Zustinden?. In Abhiingigkeit vom
Zellmembranpotential erfolgt im angeregten Zustand eine Konformationsinderung, so
dass die Konjugation des Chromophors aufgehoben wird und damit die Fluoreszenz
geloscht wird. Das elektrische Feld des Membranpotentials wechselwirkt mit einer La-
dungsumverteilung iiber das m-Elektronensystem des Farbstoffs. Das Feld behindert
oder unterstiitzt diese Umverteilung je nach Richtung. Dadurch wird die Aktivierungs-
energie fiir die Konformationsdnderung des chromophoren Systems veridndert, was die
Fluoreszenzquantenausbeute beeinflusst [134].

Unterschiede in den Absorptions- und Fluoreszenzspektren von di-4-ANEPPS in drei
verschiedenen Membrantypen lassen auf eine leichte Verkippung des Farbstoffs in den
weniger starren Matrizen, wie der biologischen Membran und besonders der Lipiddop-
pelschicht im Gegensatz zum starren Langmuir-Blodgett-Film, schlieflen. Das resul-
tiert aus der Ladungsanhiufung in der Pyridiniumgruppe im angeregten Zustand, im
Vergleich zur Ladungsanhdufung in der Anilingruppe im Grundzustand. Im Grundzu-
stand wird das Elektronensystem stabilisiert, wenn die Anilingruppe aus der lipophilen
Phase der Membran in Richtung polare, wissrige Phase gerichtet ist.

Die schlechte rdumlich-zeitliche Auflésung aufgrund der nur schwach selektiven Einfar-
bung, ihre begrenzte Photostabilitéit und ihre Phototoxizitéit erlaubten zunéchst kaum
Erkenntnisse der elektrischen Signale in Zellen [9, 129, 135, 136]. Der grofite Nachteil
der Fluoreszenzsonden ist jedoch ihr schlechtes Signal-Rausch-Verhéltnis aufgrund von
zu vielen Beitrigen zum detektierten Signal. Diese stammen zum einen aus Regionen,
die nicht direkt dem lokalen Membranpotential entsprechen, und zum anderen existie-
ren eine Vielzahl nicht reproduzierbarer Einfliisse auf das Fluoreszenzsignal.

Hiir di-4-ANEPPS
2TICT: twisted intramolecular charge transfer
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4.2 Frequenzverdoppelnde Potentialsonden

Eine bedeutende Weiterentwicklung stellen frequenzverdoppelnde Farbstoffe dar, da
nur die fest in der Zellmembran orientierten Farbstoffe zum detektierten Signal bei-
tragen.

Die ersten nichtlinear optischen Farbstoffe, die sich stabil orientiert in eine Zellmem-
bran einlagerten, waren amphiphile Styrylpyridin-Farbstoffe wie das oben erwédhnte di-
4-ANEPPS und seine Analogen JPW 1290 u.d [108, 109, 110, 36, 37, 111, 112, 113, 81].
Di-4-ANEPPS ist mittlerweile ein kommerziell® erhiltlicher Farbstoff.

Prinzipiell ist die Entwicklung neuer Potentialsonden mit immer gréfleren Hyper-
polarisierbarkeiten ein aktives Forschungsgebiet [59, 60, 61, 62, 63, 58, 74, 75, 73].
Dafiir werden optimierte Farbstoffstrukturen entwickelt. So sollte das Molekiil ein de-
lokalisiertes, ausgedehntes m-FElektronensystem besitzen. Es sollten die aromatischen
Heteroatome durch Stickstoff- oder Schwefelatome substituiert sein und Elektronen-
Donor-Akzeptor-Endgruppen existieren, die {iber einen Ladungskonjugationspfad fiir
optisch angeregten Ladungstransfer entlang der molekularen Achse verfiigen. Das ist
mit grofen Anderungen des Dipolmomentes zwischen Grund- und angeregtem Zustand
und daher mit grolen Hyperpolarisierbarkeiten verbunden.

Die in dieser Arbeit vorgestellten nichtlinear optischen Potentialsonden sind am In-
stitut fiir Organische und Makromolekulare Chemie der Heinrich-Heine-Universitit
Diisseldorf bei Herrn Prof. Dr. H.-D. Martin von Frau Dipl.-Chem. Christine Fuchs
neu synthetisiert worden. Diese amphiphilen Hemicyanin-Farbstoffe (di-4-APEPPS)*
erfiillen die Anforderungen eines frequenzverdoppelnden Farbstoffes exzellent und re-
priasentieren den aktuellen Stand der Entwicklung. Thre molekulare Struktur ist in
Abbildung 4.1 dargestellt. Diese neuen Farbstoffe bestehen aus einem quarternier-

lipophiler Schwanz chromophores System hydrophiler Kopf

‘/_/ p = 1,42 Debye

<
<

Abbildung 4.1: Molekulare Struktur der amphiphilen Potentialsonde di-4-APEPPS
(4(-p-Dibutylaminophenylethinyl)-pyridiniumpropylensulfonat) [3]. Das Ubergangsdi-
polmoment betréigt: j,, =5 - 1072 Cm.

ten Pyridiniumring, der iiber einen acetylenischen Bindungsblock mit einem N,N-
Dialkylanilinring verkniipft ist. Damit diese Farbstoffe nicht durch die Membran dif-

3Molecular Probes
“Die Synthese des 4(-p-Dibutylaminophenylethinyl)-pyridiniumpropylensulfonat ist in Detail in
[115] beschrieben.
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fundieren, tragen sie am Pyridiniumstickstoff eine Alkylsulfonatgruppe, die iiber eine
flexible Briicke mit dem Pyridiniumstickstoff verbunden ist. Diese Gruppe trigt eine
negative Partialladung, die als hydrophiler Anker in der wissrigen Losung den Farb-
stoff in der Membran fixiert. Weiterhin dient die negative Ladung am Anker dem
Ausgleich der positiven Ladung am Pyridiniumstickstoff, so dass das Oberflichen-
potential 1o der Membran (siehe Kapitel 2.3) moglichst wenig beeinflusst wird. Die
Energie, die erforderlich ist, um diese Gruppe aus der wissrigen Phase mit der Per-

mittivitit ey gsser = 80,2 durch die Membran mit der Permittivitit €pgepen = 1,9
[117] zu transportieren, ist nach U = - (EHl - CWI [107], mit r als Radius der

geladenen Gruppe, acht Groflenordnungen grofler als die thermische Energie. Daher
gilt die Fixierung der Sulfonatgruppe in der wéssrigen Phase als gesichert. Aufgrund
der instantanen nichtlinearen Antwort des Farbstoffs, dessen Elektronendichten im
optischen Frequenzbereich oszillieren, kann die um elf Gréflenordnungen langsamere
Umorientierung des Farbstoffes innerhalb der Membran vernachléssigt werden.

Die Effektivitit der Einlagerung zeigt die ausgeprigte SHG, die bei einer Diffusion

Abbildung 4.2: Elektronendichteverteilung des di-4-APEPPS im Grundzustand aus se-
miempirischen AM1 Rechnungen mit MOPAC (unter Vernachléssigung der geladenen
Sulfonatgruppe). Man erhilt eine hohe Elektronendichte am Anilin-Stickstoff.

durch die Membran aus Symmetriegriinden verboten wire. Die Einlagerungstiefe der
Farbstoffe in der Membran steigt mit der Lange der Kohlenwasserstoftkette zwischen
dem chromophoren System und den kovalent gebundenen Gegenionen, ebenso wie mit
der Lénge der Kohlenwasserstoffschwénze [81]. Farbstoffmolekiile mit kurzen Alkylket-
ten, wie das di-4-ANEPPS lagern sich schneller in die duflere Membran von Zellen ein,
als Farbstoffe mit ldngeren Alkylketten, wie das di-8-ANEPPS [53]. Zu kurze Ketten
fithren jedoch zu einer schwachen Bindung in der Lipiddoppelschicht, so dass hier ein
Kompromiss gefunden werden muss.

Eigene Untersuchungen ergaben intensivere SH-Signale an di-5-APEPPS; so dass eine
bessere Einlagerung vermutet wird. Im Folgenden werden die Betrachtungen jedoch
fiir di-4-APEPPS fortgesetzt da dafiir mehr Vergleichsdaten existieren.

Die optische Nichtlinearitdt dieser Potentialsonden resultiert aus ihrem ausgedehnten
m-Elektronensystem, das einen intramolekularen Ladungstransfer 7 — m* ermdglicht”.
Bei optischer Anregung der di-4-APEPPS Farbstoffe, erfolgt ein Ladungstransfer von

5g — o* Uberginge liegen energetisch deutlich hoher, so dass ihre Beitriige zur SHG im sichtbaren
vernachléssigbar sind [114].
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der Anilingruppe (im Fall des di-4-ANEPPS von der Aminonaphthalingruppe) in den
Pyridiniumring um etwa 0, 3 nm [111]. Diese Verschiebung der Elektronendichtevertei-
lung erfolgt entlang einer Molekiilachse, die parallel zum permanenten Dipolmoment
im Grundzustand g, liegt. Dies zeigen semiempirische AM1 Rechnungen (MOPAC)
der di-4-APEPPS-Potentialsonden (siche Abbildung 4.2 und 4.3). Somit besitzen diese
Molekiile nicht nur eine grofie Polarisierbarkeit, sondern auch eine grofie Hyperpola-
risierbarkeit f3,,, entlang dieser Molekiilachse®. Durch die Annahme einer einachsigen
Hyperpolarisierbarkeit wird der Tensor zum Skalar vereinfacht.

<

Abbildung 4.3: Elektronendichteverteilung des di-4-APEPPS im angeregten Zustand
aus semiempirischen AM1-Rechnungen mit MOPAC (unter Vernachlissigung der gela-
denen Sulfonatgruppe). Man erhiélt eine hohe Elektronendichte am Pyridin-Stickstoff.
Somit dreht sich die Richtung des Dipolmomentes im Vergleich zum Grundzustand
um.

Die zweizihlige Rotationsachse und die zur Hauptebene parallele Spiegelebene des
di-4-APEPPS-Molekiils klassifizieren es nach Schonflies als Cy,-symmetrisch. In ihrer
Anordnung innerhalb der duleren Membran ergibt sich eine C\,,-Symmetrie (siehe Ab-
bildung 4.4). Fiir die C-Klasse sind im ¥®-Tensor nur Komponeneten ungleich null,
die einen Z-Index tragen [49] (vergleiche Gleichung (3.64)).

Daher erhilt man makroskopisch eine grofle Suszeptibilitit 2.0rdnung, die eine aus-
gepriagte SHG ermoglicht. Aufgrund des groflen permanenten Dipolmomentes kann je-
doch eine paarweise antiparallele Ausrichtung der Molekiile erfolgen, was zu einer zen-
trosymmetrischen Gesamtkonfiguration mit verschwindender SHG fiihrt. Die Membran
stellt jedoch eine Matrix fiir eine nichtzentrosymmetrische Einlagerung der Farbstoff-
molekiile zur Verfiigung. Lediglich aulerhalb der Membran kann es, abhéingig von der
Konzentration der Farbstoffmolekiile zur Dimerbildung kommen. Fiir Konzentrationen
oberhalb der CMC kann es sogar zur Kompartimentbildung aus Farbstoffmolekiilen
kommen. Aufgrund der Inversionssymmetrie dieser Kompartimente tragen auch sie
nicht zum SH-Signal bei. Daher ist sichergestellt, dass (im Rahmen der Dipolnihe-
rung) nur die in der Membran stabil eingelagerten, orientierten Farbstoffmolekiile ein
SH-Signal vermitteln.

Der intramolekulare Ladungstransfer, der im wesentlichen zur SHG beitrigt, erfolgt

6di-4-ANEPPS hat eine Hyperpolarisierbarkeit von 3., = 2,4-1073¥ m*/V | wihrend fiir Hemicya-
nine f3,., ~ 3,8-1073¥m*/V gemessen wurden und Hemicyanine mit acethylenischen Bindungsblock
sogar f3,.. ~ 8,4-1072¥m*/V lieferten [142].



44 KAPITEL 4. NICHTLINEARE OPTIK AN POTENTIALSONDEN

g} e
For g

g ) Abbildung 4.4:

Einlagerung der di-4-APEPPS Potenti-
alsonden in die Membran aus oxidier-
tem Cholesterin unter einem Kippwin-
kel a zur Vesikelnormalen.

entlang der Molekiilhauptachse und somit entlang der Membrannormalen (siche Ab-
bildung 4.4). Das elektrische Feld iiber die Zellmembran liegt daher exakt parallel zur
groflen Hyperpolarisierbarkeitsachse der Potentialsonden. Das fiihrt zu einer maxi-
malen Modulation der Hyperpolarisierbarkeit durch das Transmembranpotential. Da-
durch ist eine grofle Potentialsensitivitit gegeben. Die Sensitivitit von Styrylfarbstof-
fen wie JPW1290 zeigten 10%-ige Intensitdtsinderungen der zweiten Harmonischen
fiir Membranpotentialinderungen von 10mV [37]. Derartige Farbstoffe sind zudem
Photostabil und zeigen nur geringe Zelltoxizitéten.

4.3 Einfliisse auf das SH-Signal

Mikroskopische Untersuchungen an Lipiddoppelschichtmembranen mit eingelagerten
di-6-ASPBS-Styrylfarbstoffen ergaben fiir die Detektion der SHG eine Abnahme der
SH-Signalintensitit auf 10% iiber einen Zeitraum von 3 Stunden [76]. Da die TPEF-
Intensitét iiber diesen Zeitraum nahezu konstant blieb, schloss der Autor auf einen
Flip-Flop-Mechanismus der Farbstoffe innerhalb der Membrandoppelschicht”, der zu
einer Zunahme der Zentrosymmetrie des Systems fiihrt. Die TPEF-Intensitéit dndert
sich dadurch nicht, da diese nur von der Farbstoffkonzentration abhéingt. Erfahrungs-
gemif ist ein Flip-Flop-Mechanismus innerhalb von wenigen Stunden jedoch nicht zu
erwarten, da ein derartiger Prozess abhéngig von der molekularen Struktur bis zu Ta-
gen dauern kann [121].

Desweiteren wurde eine Steigerung der SH-Signalintensitdt durch die Anwesenheit ei-
nes chiralen Zentrums des nichtlinear optischen Molekiils beobachtet [50, 58]. Diese
Untersuchungen ergaben ein, um den Faktor von zwei erhéhtes ¥ im Vergleich zu
einer Verbindung mit demselben chromophoren System, da die Chiralitit die mo-
lekulare Asymmetrie erhéht. Fiir diese Untersuchungen wurden die Potentialsonden
di-4-ANEPPS und ein chirales JPW-1259 (oder Analoge), bei dem die Pyridinium-
sulfonatgruppe durch eine chirale Zuckergruppe ersetzt ist, verglichen. Mit chiralen
Molekiilen eingefdrbte Zellen zeigten keinen Informationsunterschied zwischen der SH-
Mikroskopie und der TPEF-Mikroskopie®. Mit achiralen di-4-ANEPPS-Farbstoffen
eingefirbte Zellen lieferten jedoch signifikante Unterschiede zwischen den Messme-
thoden. Nur TPEF-Signale waren hierbei zu detektieren und keine SH-Signale. Dies

"Flip-Flop ist ein transversaler Austausch der Farbstoffe zwischen den beiden Membranschichten.
87Zu den Mikroskopieverfahren in Kapitel 4.4.
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resultiert nach Ansicht der Autoren aus einer beidseitigen Einlagerung der Farbstoffe in
die Lipiddoppelschicht der Zellwand. Aufgrund der fehlenden Chiralitéit der Molekiile
liegt hierbei eine Inversionssymmetrie vor, die keine SHG mehr gestattet. Chirale Ver-
bindungen hingegen zeigten auch bei einer beidseitigen Einlagerung, d.h. auch im Falle
eines Flip-Flop-Mechanismus, noch signifikante SH-Beitrige in Langzeitmessungen.
Ein weiterer Effekt auf molekularer Ebene ist die Aufweichung der scheinbar schar-
fen Bedingung der fehlenden Zentrosymmetrie. Diese beschriankt sich nur auf einen
rdumlichen Abstand der Farbstoffschichten, bei beidseitiger Einlagerung in eine Mem-
bran. Dieser rdumliche Abstand wird von der Kohérenzlénge Z. bestimmt (siehe Glei-
chung (3.20)). Ist dieser grofler als die Kohirenzlinge, so ist auch hier wieder eine
Frequenzverdopplung moglich, andernfalls interferieren die kohdrenten SH-Signale aus
beiden Membranschichten destruktiv. Messungen an Phosphatidylcholinvesikeln mit
einer Groflenverteilung zwischen 20nm und 100nm liefern keine SH-Signale, da alle
Beitréige der inneren und dufleren Oberfliche sich aus Symmetrie-Griinden autheben.
Dies resultiert aus der Vesikelgrofie, die unterhalb der Kohérenzlinge liegt [50].

Die einzelnen Molekiile konnen daher nicht als einzelne, unabhéingig strahlende Quel-
len betrachtet werden. Wird jedes Molekiil als Hyper-Streuzentrum der einfallenden
Strahlung betrachtet, abhéingig von seinem SH-Streuquerschnitt oy, (siehe Gleichung
(4.4)) und seinen einzelnen Beitrigen zum elektromagnetischen Feld in der Strahlungs-
zone, so miissen diese Einzelbeitridge phasenrichtig aufsummiert werden um die gesam-
te abgestrahlte SH-Signalintensitéit aus der Integration des Strahlungsprofils iiber alle
Emissionsrichtungen zu erhalten.

Lo, = 0,4 - woN? oy, I; [76] (4.1)

Hier ist I die Intensitéit der Fundamentalen im Fokus, wq die Strahltaille und N die
molekulare Flichendichte, der zur SHG beitragenden Molekiile. Die Intensitét skaliert
mit 1/w3, so dass die SH-Signalintensitiit nahezu unabhiingig von der Fokussierung ist
und quadratisch von der Anzahl der Molekiile abhéngt [76].

Es kann zu einer Zerstorung der kohirenten Eigenschaften der SHG kommen, wie
fiir ferroelektrische Kristalle, die anisotrope Doménen verschiedener Orientierung be-
sitzen. Hier kann die SHG ohne besondere Indexanpassung generiert werden. Zufalli-
ge Phasendiskontinuititen an den Grenzflichen zwischen den Doménen zerstoren die
Kohérenz zwischen der einfallenden und der lokal erzeugten Harmonischen, die anson-
sten zur destruktiven Interferenz fiihren wiirden. Der Effekt wird maximal, wenn die
Doménengrofie vergleichbar mit der Kohdrenzlinge 7. wird.

Eine systematische Untersuchung der kohérenten Eigenschaften der SHG wurde von
Moreaux [57] durchgefiihrt. Die amphiphilen Farbstoffmolekiile (di-6-ASPBS), wurden
von auflen in zwei Vesikelmembranen eingelagert und mittels SHM im selben Laser-
fokus untersucht. Die Vesikel wurden einander in dem Fokus gezielt gendhert und
die Abhingigkeit der SH-Signalintensitit gemessen. Wie Abbildung 4.5 zeigt, hingt
die SH-Signalintensitit sehr empfindlich vom Vesikelabstand ab. Der Autor sieht den
Grund dafiir in der Abstandsabhingigkeit der Zentrosymmetrie des gesamten Systems
aus beiden Vesikeln, in denen sich die Farbstoffmolekiile antiparallel gegeniiberstehen
und die SH-Beitrige destruktiv miteinander interferieren. Entfernt man die Vesikel-
membranen voneinander, so steigt die SH-Intensitéit an, d.h. die SH-Signale interfe-
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4 Abbildung 4.5:

SH-Signalintensitéit aus zwei mit di-6-
ASPBS beladenen Vesikelmembranen,
deren Abstand d zueinander variiert

wurde. wy = 510 nm ist die Strahltaille
des Laserstrahls [57].

0.6 w, d”

rieren konstruktiv, bis beide letztlich auflerhalb des Fokus liegen und die SH-Signale
vollstindig unabhéngig voneinander sind [57].

Inwieweit hier die Flichendnderung der Wechselwirkungszone von Laser und Vesikel
eine Rolle spielt, ist nicht klar, da der Autor dieses Problem nicht diskutiert (siehe Ka-
pitel 8.1.2 und Anhang A). Mit dieser Messmethode wére eine Distanzmessung zweier
Vesikel jenseits des Beugungslimits und oberhalb von Fluoreszenz mit resonantem
Energietransfer (FRET), die mit r=® skaliert, moglich.

4.4 Frequenzverdoppelnde Mikroskopie

Die Summenfrequenz- oder frequenzverdoppelnde Mikroskopie (second harmonic mi-
coscopy: SHM) nutzt zur mikroskopischen Bildgebung das optische Signal eines nicht-
linearen Mediums. Die Methode ist nicht zuletzt an Langmuir-Blodgett-Filmen in
jlingerer Zeit von Florsheimer etabliert worden [21, 22, 23]. Die Symmetrien der nicht-
linearen Molekiile und ihre Anordnung koénnen in-situ lateral aufgelost dargestellt und
quantitativ erfalt werden. Durch den Einsatz kurzpulsiger Lasersysteme kénnen mit
geeigneten Detektoren schnelle Oberflichenprozesse abgebildet werden. Hierbei wird
die makroskopische GroBe der optischen Suszeptibilitit zweiter Ordnung ¥? indirekt
iiber die Intensitidt der entsprechenden Frequenzkomponenten und ihrer Polarisation
gemessen.

Ein Hauptproblem im Fall der Summenfrequenz- oder SH-Mikroskopie einer Grenz-
flache ist, die Lage der Hyperpolarisierbarkeitsachse der Molekiile. Zur Mikroskopie
mit normalem Einfall der Fundamentalen zur Grenzflache, wie im Falle der konfokalen
Mikroskopie, miissen die Molekiile Hyperpolarisierbarkeitskomponenten in der Ebene
der Grenzfliche besitzen, da die Polarisation der Fundamentalen stets senkrecht zur
Einfallsrichtung liegt. Hyperpolarisierbarkeitskomponenten normal zur Grenzfléche lie-
fern somit keine SHG. Dies zeigt die 1/cos?(a)-Abhéngigkeit der SH-Signalintensitét
aus Gleichung (3.28).

Kann man auf hohe Intensititen und Konversionsraten verzichten, so ldsst sich eine
konfokale Mikroskopie mit grofler Apertur realisieren, da hier stets eine E-Vektor-
Komponente in Normalenrichtung vorhanden ist (siehe Abbildung 4.6). Die grofle
Kriimmung der Membranen liefert daher giinstige Geometrien fiir intensive SH-Signale
und minimiert zugleich SH-Beitrige von bedeckten Substratoberflichen.
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Abbildung 4.6:

Potentialsonden mit dem Dipolmoment
fiy im Laserfokus bei konvokaler Be-
leuchtung. Die Parallelkomponente des
E-Feldes ist hierbei sehr klein. Somit
auch die erwartete Antwort der nichtli-
nearen Molekiile.

Andert man jedoch die Geometrie des Fundamentalstrahls derart ab, dass er unter
einem Kippwinkel o auf die Grenzflache trifft, so existiert bei Zerlegung der Polarisa-
tion des Fundamentalstrahls eine Komponente in der Ebene der Grenzfliche und eine
in Richtung der Normalen. Somit kénnen auch Molekiile mit einer Hyperpolarisier-
barkeitsachse in der Normalenrichtung der Grenzfliche die Wechselwirkung zwischen
zwei Photonen des Fundamentalstrahls vermitteln. Die Detektion wiirde dann unter
einem Kippwinkel o/ (gem#fl den Fresnel-Faktoren?) in Reflexion oder Transmission
erfolgen.

Aufgrund der hohen Tiefenschéirfe eines Mikroskopobjektives wiirde man nur schmale
scharfe Streifen der Grenzfliche erhalten, wenn nicht ein Raster-Verfahren, das zeitli-
che Begrenzungen der Detektion auferlegt, eingesetzt wiirde.

Eine Moglichkeit der Mikroskopie in Normalenrichtung mit schriagem Einfall der Fun-
damentalen ist eine nicht-kollineare Geometrie der Fundamentalen. Hier wird die k-
Erhaltung in Reflexion ausgenutzt. Eine Phasenanpassung bedeutet, dass der Impuls
jedes neu erzeugten SH-Photons gleich der Summe aus den Impulsen der beiden funda-
mentalen Photonen ist. Aus dieser Sicht kann man ng = /Zw + l;w/ schreiben, wobei die
l;w nicht notwendigerweise parallel verlaufen miissen. Lediglich die Vektorbedingung

reflektiert

—

..................... Abbildung 4.7:
............. Schematischer Autbau des SHM ent-
sprechend der k-Erhaltung.

9siehe Kapitel 3.3
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muss erfiillt bleiben. Daher kann auch eine Spreizung der fundamentalen Photonen-
richtungen die SH-Photonen erzeugen. Somit gelingt die Summenfrequenz-Mikroskopie
ebenso wie die Fokussierung der Fundamentalen als konvergentes Strahlenbiindel und
die kollineare SHG.

Beim Einsatz von Kurzpulslasern zur Erzeugung der zweiten Harmonischen muss fiir
den nicht-kollinearen Einfall der Pulse streng auf die Kohérenz der beiden Fundamen-
talen geachtet werden. Eine Interferenz der beiden Teilstrahlen ist nur moglich, wenn
die Polarisationen der beiden Strahlen parallel zueinander sind und die Pulse gleich-
zeitig am nichtlinearen Molekiil eintreffen.

Die Intensitéit des SH-Signals berechnet sich fiir den schrigen Einfall der Fundamen-
talen auf die Probe aus Gleichung (3.28).

Doch auch ohne Farbstoffmolekiile konnen Membranen mittels SHM untersucht wer-
den, wenn die integralen Membranproteine die Bildgebung {ibernehmen. So wurden
z.B. Muskelzellen von Hiihnern mittels SHM abgebildet. Doch sind die resultierenden
Intensititen aufgrund der kleinen Hyperpolarisierbarkeiten der Proteine so gering, dass
Belichtungszeiten von mehreren Stunden zur Erzeugung eines Bildes notwendig waren
[64]. Freund [66, 67, 68] untersuchte Rattenschwanz-Sehnen mittels SHM. Diese wei-
sen eine dichte Anordnung von parallel orientierten Kollagenfibrillen in einer Matrix
auf, die alternierende polare Ausrichtungen besitzen. Aufgrund dieser Anordnung ist
eine SHG moglich. Freund unterschied die beobachtete SHG dabei in kohérent und in-
kohérent gestreute Anteile. Besitzt das Objekt eine polare Ordnung {iber Dimensionen,
die grof3 verglichen mit der Wellenléinge des einfallenden Lichtes sind, so wird kohéren-
tes frequenzverdoppeltes Licht in Einstrahlungsrichtung, d.h. unter l;—Erhaltung, er-
zeugt. Ist die Dimension der polaren Ordnung des Objektes hingegen kleiner als die
fundamentale Wellenlénge, so wird eine inkohérente frequenzverdoppelte Strahlung
erzeugt, deren Intensitit etwa 10% der kohdrenten SHG betrigt. Intensitéiten von un-
geordneten Objekten auf der molekularen Groflenskala, wie Wasser, sind so schwach
, dass sie auch nicht zu den inkohérent gestreuten SH-Signalintensitidten beitragen.
Aufgrund der geringen Intensitdten benétigte Freund ebenfalls mehrere Stunden Be-
lichtungszeit fiir seine SHM. Theoretisch wurde die kohirente und inkohérente SHG
an einzelnen Molekiilen im Rahmen der Streutheorie zuerst von Bloembergen [85] und
spater vollstandiger von Bersohn [149] beschrieben.

4.5 SH- vs. TPEF-Mikroskopie

Ein Vergleich von SH- und TPEF-Mikroskopie ist in Abbildung 4.8 zu sehen [57]. Hier
wurden zwei Riesenvesikel von bis zu 50 upm Durchmesser mit di-6-ASPBS eingeférbt
und mit Titan:Saphir-Laserpulsen beleuchtet. Beleuchtung und Detektion erfolgten
mit klassischen mikroskopischen Aufbauten, d.h. kollinear und nicht wie in Abbildung
4.7 beschrieben. Hierdurch werden bei der SHG nur Beitrige tangential zur Mikrosko-
pieebene sichtbar.

Die Adhisionsfliche, an der die beiden Membranen miteinander verschmolzen sind,
liefert in der SHM keine Signale, da diese Region nun eine Zentrosymmetrie aufweist.
Hier werden SH-Signale generiert, die in ihrer Phase um 7 gegeneinander verschoben
sind und daher destruktiv miteinander interferieren. Die TPEF-Mikroskopie hingegen
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ist von Symmetriebetrachtungen und Phasenlagen vollkommen unabhéngig.
Einen Verleich zwischen TPEF- und SH-Mikroskopie in Mausezellen ist in Abbildung

Abbildung 4.8: Vergleich der TPEF- und SH-Mikroskopie an zwei Riesenvesikeln, deren
Grenzflichen iiber einen kleinen Bereich verschmolzen sind. Eingefirbt wurde mit
2 uM di-6-ASPBS. Jedes Bild wurde 1, 5s mit Titan:Saphir-Laserpulsen einer mittleren
Leistung von 1 mW belichtet (Rasteraufnahme mit 40 s Pixelintegrationszeit) [57].

4.9 dargestellt. Auch hier erfolgt die Detektion mittels klassischer Mikroskopieaufbau-
ten. Die Farbstoffe, die in das Zytoplasma durch die Zellmembran eingedrungen sind,
liefern in der SHM aus Symmetriegriinden keine Signale. Das belegt eindrucksvoll die

Abbildung 4.9: Gleichzeitige Rasteraufnahmen von TPEF und SHG von Méusezel-
len die mit 1uM RH237-Farbstoff [82] beladen wurden. Im TPEF-Bild erkennt man
Farbstoffe, die in das Zytoplasma der Zellen eingedrungen sind. Diese sind aus Sym-
metriebedingungen in der SHM nicht zu erkennen. Der Skalierungsbalken ist 15um.

[76]

grofle Sensitivitit der SHG gegeniiber molekularen Symmetrien, was mit Fluoreszenz-
techniken nicht erreicht werden kann. Zur Untersuchung von Grenzflichen nimmt die
SHG daher eine herausragende Stellung ein, die keine andere optische Methode derart
selektiv und hochauflésend meistern kann. Doch konnen mit Fluoreszenztechniken oft
hilfreiche Zusatzinformationen erhalten werden.

Im Falle der TPEF kann das fluoreszierende Molekiil selbst als unabhingig strahlende
Quelle mit zuféllig fluktuierender Phase betrachtet werden. Daher skaliert die Fluo-
reszenzintensitit linear mit der Anzahl der fluoreszierenden Molekiile. Bei geeigneter
Farbstoffbeladung einer Membran kann man SHG und TPEF simultan detektieren,
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da die Intensitéiten vergleichbar groff sind'®. Hierbei empfiehlt es sich, den Quotienten
der Intensitidten zu betrachten:

I 2w
1 TPEF

Mit A als Wellenlénge der einfallenden Welle und wq als Radius der Strahltaille. Fiir
den Wirkungsquerschnitt orpgp erhdlt man:

%0,2-AW0N< T2 ) [76] (4.2)

OTPEF

3h2wWo

S rnZel b 717 [57] (4.3)

OTPEF =

Bloembergen [71] bezeichnete die SHG anfinglich als Streuprozess einer harmonischen
Aufwirts-Konversion. Fiir einen derartigen Streuprozess ldsst sich ein molekularer
Streuquerschnitt fiir die SHG ermitteln aus'!:

4hw®

3mnegc®

o | G * [m"s/ Photon[76] (4.4)
Um Intensitéitsgleichheit zu erhalten, miissen die Wirkungsquerschnitte fiir SHG und
TPEF abgeschétzt werden. So kann anschliefend die Farbstoffflichendichte N und
damit die Konzentration zur Beladung der Grenzfliche zu bestimmt werden.

Jedoch ist die SHG im Vergleich zur TPEF fiir ein einziges Molekiil ein wesent-
lich uneffektiverer Prozess [76, 77, 78]. Lediglich das kohérente Zusammenwirken al-
ler beteiligten Farbstoffmolekiile verschafft der SHG &dhnliche Intensititen wie der
TPEF. Im Falle des di-6-ASPBS erhélt man fiir o9, ~ 105! m*s/Photon und fiir
orper ~ 3- 107" m* s/Photon'? | was ein Verhiiltnis von etwa 10™* ergibt [76]. Da-
her bendtigt man Farbstoffkonzentrationen im mol%-Bereich (N =~ 2 - 10*). Fiir die
Farbung von Zellen fiir Fluoreszenzuntersuchungen werden Farbstoffkonzentrationen
von etwa 1% Farbstoff beziiglich der gesamten Lipidkonzentration eingesetzt. Damit
erreicht man vergleichbare Intensitéten fiir die SHG und die TPEF.

Wie Loew [50] in mikroskopischen Aufnahmen bewies, ist die SHG die deutlich
Membranpotential-empfindlichere Methode als die TPEF. Zellsuspensionen die mit
dem chiralen Farbstoffmolekiilen JPW-2080 eingefirbt wurden, zeigen im Ruhezu-
stand (Ruhepotential) keinen deutlichen Unterschied in den detektierten SHM- und
TPEF-Intensitéiten (sieche Abbildung 4.10). Fiir eine Depolarisation um 25mV mit-
tels 135 mM K*-Pufferlésung ist hingegen eine deutliche Intensititsabnahme des SH-
Signals im Vergleich zum TPEF-Signal zu erkennen (siehe Abbildung 4.11). Das TPEF-
Signal dnderte sich hierbei nicht so deutlich, so dass keine verlésslichen Aussagen {iber
die Grofle der erfolgten Depolarisation gemacht werden konnen. Dies steht im Einklang
mit bisher bekannten konventionellen Fluoreszenzmessungen [37, 38], da es sich bei der
TPEF um einen nichtlinearen Absorptionsprozess handelt, jedoch die anschlieflende

10Misst man die TPEF-Intensititen z.B. in ethanolischer Losung, so muss man die blau-
Verschiebung der Absorptionsbande und den Anstieg der Quantenausbeute bei Einlagerung des Mo-
lekiils in die Membran beriicksichtigen [81].

"Hierbei wurde eine dominierende molekularen Hyperpolarisierbarkeitsachse mit paralleler Orien-
tierung zur Polarisation des einfallenden Lasers angenommen.

2Tm Fall des di-4-ANEPPS ist orpgr sehr hoch und betrigt 10755 m* s [50]. Weitere Grofien
verwandter Farbstoffe findet man in [59].
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Abbildung 4.10: SHM und TPEF von JPW-2080 gefirbten Zellen mit Ruhepotential
[50].

strahlende Relaxation dieselbe Potentialsensitivitdt wie die linear angeregte Fluores-
zenz hat!?
Die Zellsuspension steht dabei keinesfalls im Widerspruch zu den oben gemachten
Aussagen des unbedingten Fehlens der Inversionssymmetrie, da die Zellgréfle mit etwa
10 pm schon deutlich gréfer als die Kohédrenzlénge ist. Daher sind keine destruktiven
Effekte aus gegeniiberliegenden Membranschichten zu erwarten. Die SH-Signale von
jeder Seite konnen sogar konstruktiv miteinander interferieren, was an Plastikkugeln
schon gezeigt wurde [54].
In neuronalen Zellen wurden SH-Signalintensititsabnahmen von 59% gemessen, als die
extrazelluldre K Cl-Konzenetration von 5,4 mM auf 44, 7mM erhoht wurde. Letzteres
bewirkt einen K*-Einstrom in die Zellen und damit eine Depolarisation [38].
Eine Depolarisation einer Zelle kann also zu einer Abnahme der SH-Signalintensitét
in der Grolenordnug von 60% fiihren.

Aufgrund der hohen Potentialsensitivitit des SH-Signals und der ausschlieflichen

Abbildung 4.11: SHM und TPEF von JPW-2080 geféirbten Zellen die um etwa 25 mV
depolarisiert wurden (aufgrund einer 135 mM K™-Pufferzugabe) [50).

Grenzflichenselektivitit sollte sich die SHM in Zukunft als eine aussagekréiftige Messme-
thode der Membranphysiologie etablieren.

13Einen Vergleich der Fluoreszenz- und SH-Potentialsensitivitit von Styrylfarbstoffen liefern [36,
38, 50].
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Doch trotz der vielfdltigen und bestechenden Vorteile der nichtlinear optischen Me-
thoden zur Untersuchung von lebender Materie, gibt es auch Nachteile die apparativ
bedingt sind. Aufgrund der notwendigen hohen Intensitdten, die in Pulsen auf die
Proben treffen, kann es unerwiinschte toxische Effekte in den Zellen geben. Beispiels-
weise konnen durch Drei-Photonen-Absorption Nukleinsiduren oder Proteine angeregt
werden, was sie denaturieren oder spalten konnte. Weiterhin kann es aufgrund der
hohen Intensitéten zu einer zerstorenden Plasmabildung in der Zelle kommen. Sollte
weiterhin eine Absorptionsbande energetisch nur in der Néhe eines denkbaren Effektes
liegen, so kann es zum Ausbleichen der Farbstoffmolekiile oder zur Erzeugung toxischer
freier Radikale kommen, wie es der Fall fiir die konventionelle Fluoreszenztechnik ist.
Diese freien Radikale werden durch einen resonanten Energietransfer von den angereg-
ten Farbstoffmolekiilen zu den zytoplasmatischen Sauerstoffmolekiilen gebildet. Der
angeregte Farbstoff dringt in das Zytoplasma der Zelle ein und spaltet das Sauerstoff-
molekiil in freie Radikale, die entweder am Farbstoff anlagern und toxische Derivate
bilden, oder die Zelle direkt oxidieren [147]. Das Eindringen der Farbstoffmolekiile
in das Zytoplasma wurde von Rohr und Salzberg [145] an di-4-ANEPPS-Molekiilen
beobachtet. Sie beobachteten in Fluoreszenzexperimenten schon nach Farbstoffinku-
bationszeiten auf der Sekundenskala eine Einfirbung zytoplasmatischer Bestandtei-
le, die mit di-8-ANEPPS deutlich spéter auftritt. Da ein Flip-Flop-Mechanismus auf
kurzen Zeitskalen ausgeschlossen werden kann, interpretierten Rohr und Salzberg die
Einfarbung des Zytoplasmas durch einen natiirlichen Transportmechanismus der Mem-
branbestandteile in das Zytoplasma. Dieser, als Endozytose bezeichnete Mechanismus,
transportiert Makromolekiile durch einstiilpen und abschniiren der Zellmembran, was
zur Vesikelbildung fiihrt, durch die Zellmembran auf die zytoplasmatische Seite. Da-
bei verlassen neben den Lipidmolekiilen der Membran auch die Farbstoffmolekiile mit
geringeren Membranbindungskonstanten die Membran in Richtung Zytosol. Die endo-
zytosotischen Vesikel fusionieren anschlielend mit anderen intrazelluldren Zellorganel-
len. Die Exozytose stellt letztendlich ein Verteilungsgleichgewicht der Farbstoffe iiber
die gesamte Zelle her.

Phototoxische Effekte und ein ausbleichen des Farbstoffs begrenzen die Detektionszeit
erheblich. So war innerhalb von 60 s eine 50%-ige Fluoreszenzintensitéitsabnahme mit
erheblichen zytosolischen Beitrégen zu beobachten [145]. Daher wurden in verschiede-
nen Untersuchungen akzeptable Belichtungsgrenzen fiir einen nichtdestruktiven Ein-
satz auch nichtlinear optischer Methoden ermittelt [51, 52].

Da die SHG ein parametrischer Prozess ist, konnen durch geeignete Wahl der Wel-
lenlinge der Fundamentalen (nichtresonanter Einfall), Photobleichen und phototoxi-
sche Effekte weitgehend vermieden werden. Geht man iiberdies noch in den infraroten
Bereich des elektromagnetischen Spektrums, so konnen auch Zwei- und Drei-Photonen-
Absorption minimiert werden und somit auch die zellzerstérenden Effekte vermieden
werden. Die optimale Wellenldnge sollte in der Flanke einer Absorptionsbande, zur
resonanten Steigerung der SH-Signalintensitét liegen.

Eine Einstrahlung im Infraroten liefert aufgrund ihrer grofleren Eindringtiefe zudem
noch Informationen aus tieferen Zellschichten.

Ein ausgezeichnetes Lasersystem, das die notwendigen spektralen Leistungsdichten fiir
nichtlineare Effekte zur Verfiigung stellt und dariiber hinaus auch noch im nahen Infra-
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roten betrieben wird, ist das Femtosekunden-Titan:Saphir-Lasersystem (siehe Kapitel
5.1).



Kapitel 5

Experimenteller Aufbau

5.1 Femtosekunden-Lasersystem

Die nichtlinear optischen Messungen werden mit einem Titan:Saphir-Lasersystem (CPA
1000, Clark-MXR) zur Erzeugung von Femtosekunden-Pulsen durchgefiihrt.

Die Erzeugung der 80 —100 fs und 808 — 828 nm Ausgangspulse erfolgt in einem passiv
Moden-gekoppelten Oszillator (NJA-4, Clark-MXR). Die Oszillatorpulse mit 3,3 n.J
Pulsenergie werden nach der ,,Chirped-Puls“-Methode auf 1 mJ bis 1,5m.J in einem
regenerativen Verstirker (TRA1-1000, Clark-MXR) verstirkt. Dafiir werden die Pulse
in einem Pulsstrecker (PS-1000, Clark-MXR) zunéchst auf 250 ps zeitlich gestreckt
und nach der Verstidrkung nahezu auf die Ausgangspuls-Dauer von 100 fs im Puls-
kompressor (PC-1000, Clark-MXR) bei 400 p1.J Pulsenergie rekomprimiert.

Im Folgenden werden kurz die Komponenten des Femtosekunden-Lasersystems be-
schrieben. Eine ausfiihrliche Darstellung dieses Systems findet man in [88].

5.1.1 Titan:Saphir-Laseroszillator

Ti:Saphir-Kristall
Kerrmedium

Blende

Abbildung 5.1: Selbstfokussierende Kerrlinsen-Wirkung des Titan:Saphir-Kristalls im
Ostzillator fiir hohe Intensitéiten. Die Blende stabilisiert als massive Apertur den Fem-
tosekunden-Pulsbetrieb gegeniiber dem Dauerstrich-Betrieb [17].

Der Pumplaser des Titan:Saphir-Oszillators (NJA-4, Clark-MXR) ist ein Argonionen-
Laser, der bei 4,5 W im Dauerstrich-Betrieb und mit Multilinien-Emission betrieben
wird (Innova 90, Coherent).

Die Dauer der Oszillator-Pulse wird zwischen 80 fs und 100 fs durch Anderung des

54
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rot
Pulsfront

Abbildung 5.2: Das Prismenpaar als ein Element mit negativer Gruppengeschwindig-
keitsdispersion. Der Gangunterschied in einem Prismenpaar fiir die blauen und roten
Wellenléngenanteile fiihrt zu einer Verzogerung der roten Wellenldngenanteile eines
Laserpulses [17].

Prismenpaarabstands eingestellt (siehe Abbildung 5.2 und 5.3). Bei einer Repetitions-

rate von 96 M H z besitzen die Einzelpulse eine Energie von SEWHVZ = 3,3nJ, so dass

man eine Pulsleistung von 38’3 ;’j = 42 kW und eine Leistungsdichte von 6 MW /m? bei
einer spektralen Breite von 10 — 20 nm erhilt.

Die Femtosekunden-Pulsbildung wird durch Kerr-Linsen-unterstiitzte Modenkopplung
erreicht [93]. Hier wird der Kerr-Effekt (Intensitdtsabhéingigkeit des Brechungsindex)

im Titan:Saphir-Lasermedium ausgenutzt:

n(t) = ng +na - 1(t) (5.1)

Das fiihrt zur Selbstfokussierung des Laserstrahl-Profils im Titan:Saphir-Kristall. Der
Kerr-Effekt beruht iiberwiegend auf elektronischen Polarisierungseffekten und besitzt
sehr kurze Relaxationszeiten (< 10fs). Der modengekoppelte Betrieb des Titan:Saphir-
Oszillators mit hohen Maximalintensitéten I(¢) wird gegeniiber dem Dauerstrich-Be-
trieb durch eine weiche oder massive Apertur im Resonator stabilisiert (siehe Abbil-
dung 5.1).

Die Verluste durch die Apertur sind im Dauerstrich-Betrieb héher als im Femto-
sekunden-Pulsbetrieb, da der Strahlquerschnitt durch Selbstfokussierung abnimmt.
Das Pumpstrahl-Profil des Argonionen-Lasers wird auf einen Profildurchmesser von
etwa 50 um innerhalb des Titan:Saphir-Kristalls fokussiert. Werden Intensitétsfluk-
tuationen im Dauerstrichbetrieb so grofi, dass der Kerr-Effekt einsetzt, so werden da-
durch automatisch die Photonen der longitudinalen Resonatormoden, die im spektra-
len Verstirkungsprofil liegen, in ihren Phasen gekoppelt!. Dadurch ist der Laserreso-
nator fiir den kleinen Lasermoden-Querschnitt wihrend der Kerr-Linsen-Wirkung im
Femtosekunden-Pulsbetrieb stabilisiert. Die grofle Verstirkungsbandbreite des Laser-
mediums Titan:Saphir von etwa 5000 cm ™! erlaubt theoretisch eine Pulsbildung bis in
den Sub-10 fs-Bereich.

Eine Femtosekunden-Pulsdauer kann jedoch nur durch eine Kompensation der positi-
ven Gruppengeschwindigkeitsdispersion des Titan:Saphir-Kristalls im Laserresonator
erreicht werden [94, 95]. Ein Brewster-Winkel-Prismenpaar wird als Element mit ne-

théufig ist jedoch eine Stérung von aufien notwendig
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Abbildung 5.3: Aufbau des passiv Moden-gekoppelten Titan:Saphir-Oszillators (NJA-
4, Clark-MXR) [17].

gativer Gruppengeschwindigkeitsdispersion eingesetzt (siehe Abbildung 5.2 und 5.3)
[96, 97]. Die resultierende Gruppengeschwindigkeitsdispersion im Resonator ist iiber
den Abstand der beiden Prismen und {iber die Wegstrecke der Laserpulse innerhalb des
Prismas 2 einstellbar. Der optisch ldngere Weg fiir groflere Wellenldngen im zweiten
Prisma kompensiert den geometrisch kiirzeren Weg fiir diese Wellenléingen auflerhalb
der Prismen iiber, so dass die Gruppengeschwindigkeitsdispersion insgesamt negativ
ist. Eine weitere Pulsverkiirzung durch die Erhéhung der Anzahl der im Titan:Saphir-
Ostzillator gekoppelten Moden erfolgt durch Selbstphasenmodulation. Die gesamte in-
duzierte Phaseninderung A¢ entlang des Weges z kann aufgrund einer Anderung des
Brechungsindizes (Kerr-Effekt) beschrieben werden durch:

A¢ = %) /Oz Andz (5.2)

Somit liefert A¢ zusétzliche Frequenzkomponenten geméaf:

0

Aw(t) = =5

Ad), (5.3)
und es entstehen rot und blau verschobene Frequenzkomponenten an den Vorder-
und Hinterflanken des generierenden Pulses. Daraus resultiert eine Erweiterung des
Modenspektrums?. Der spektral erweiterte Puls wird durch die negative Gruppenge-
schwindigkeitsdispersion des Prismenpaars komprimiert.

2Der Titan:Saphir-Laser ist aufgrund der Pulsspektrumerweiterung durch Selbstphasenmodulation
in Verbindung mit einem Resonator ohne Gruppengeschwindigkeitsdispersion ein Solitonen-Laser.
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5.1.2 Puls-Verstirkung
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Abbildung 5.4: Schematischer Aufbau der Chirped-Puls-Verstiarkung bestehend aus
Pulsstrecker, regenerativem Verstérker, Pulskompressor, Pulsisolator und Pockels-Zelle
mit Steuereinheit [17].

Zur Verstiarkung der 3,3 nJ Titan:Saphir-Oszillatorpulse wird die Technik der Chir-
ped-Puls-Verstiarkung (CPA) in einem regenerativen Verstéirker angewendet (siche Ab-
bildung 5.4). Dafiir werden die Oszillator-Pulse in einem Pulsstrecker (PS-1000, Clark-
MXR) zeitlich um das 2500-fache gestreckt. Das dispersive Element bildet dabei ein
Gitter, das den Puls spektral zerlegt und iiber Spiegel die verschiedenen Frequenzan-
teile auf der optischen Achse wieder vereint. Dafiir besitzt der zeitlich gestreckte Puls
einen linearen Chirp, d.h. eine zeitlich lineare Verschiebung der unterschiedlichen Fre-
quenzanteile gegeneinander.

Eine Auskoppeloptik, bestehend aus einem Faraday-Dreher, der sich zwischen zwei
Nicols-Prismen und einem \/2-Plittchen befindet, schickt den Puls nach dem Streck-
vorgang (die Pulsdauer betrigt jetzt ungefihr 250 ps und die Pulsenergie 1n.J) in den
regenerativen Verstérker.

Der Oszillator-Puls wird im regenerativen Verstirker (TRA1-1000, Clark-MXR) um
etwa den Faktor von 1,5-10° auf 1,5 m.J verstiirkt. Der regenerative Verstirker ist ein
Titan:Saphir-Resonator und wird von einem Giite-geschalteten, frequenzverdoppelten
Nd:YAG-Laser (ORC-1000, Clark-MXR) mit einer Pulsenergie von etwa 9 m.J bei ei-
ner Repetitionsrate von 1kHz gepumpt. Zur Synchronisation der zu verstirkenden
Pulse mit den Nd:YAG-Laserpulsen dient eine elektronisch gesteuerte Einkoppeloptik,
in Form einer Pockelszelle im Verstérker, die von der Oszillatordiode mit 96 M H z get-
riggert wird. Wahrend der Zeit, in der sich der Nd:YAG-Puls, der wesentlich langer
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als die Umlaufzeit im Verstérkerresonator ist, im Verstérker befindet, ist immer nur
ein zu verstirkender Puls in der Verstirkerkavitit. Dieser lduft in der Verstirkerka-
vitdt mehrmals umher, bis eine elektronische Auskopplung fiir geséttigte Verstirkung
erfolgt. Die verstirkten Pulse werden in einem Gitterkompressor (PC-1000, Clark-
MXR) nahezu auf die urspriingliche Oszillator-Pulsbreite mit jetzt 400 pu.J Pulsenergie
zuriickkomprimiert.

Mit den fokussierten CPA-Pulsen konnen Intensitéiiten bis ungefihr 10'° W/m? erreicht
werden. Im téglichen Betrieb wird eine Pulsbreite von etwa 140 fs (FWHM) erreicht
[17].

5.2 Aufbau der SHG an Cholesterinvesikeln

Strahlteiler
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_ H>-$@HIT
RG 695 1
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Abbildung 5.5: Messaufbau zur SHG an Cholesterinvesikeln.

Fiir die SHG-Experimente an Cholesterinvesikeln wurden als Fundamentale die Titan:-
Saphir-Oszillator-Pulse verwendet.

Die Cholesterinvesikel (siehe Kapitel 2.5), gefiillt mit einer 0, 1 M KCl-Losung, wird im
Mittel auf einen Radius von 2,5 mm gegen eine Farbstoff-K Cl-Lésung in einer Kiivet-
te (Hellma, Typ 101 QS, 10 x 10mm?) aufgepumpt. Am Cholesterinvesikel wurden
di-4-APEPPS-Potentialsonden (siehe Abbildung 4.1) eingesetzt. Die Potentialsonden
wurden in einer Konzentration von ¢ = 107*mol/l in 50% ethanolischer und 50%
wissriger Losung angesetzt. In der Probenkiivette wurde eine, mit einer 0, 1 mol/l
KCIl-Losung auf ¢ = 5 - 107> mol /I verdiinnte Farbstoff-Leitsalz-Losung verwendet.

Nach der Ausdiinnphase der Cholesterinvesikel erhdlt man eine Doppelschichtmembran
von etwa 4nm Dicke, in die sich nichtlinear optische Potentialsonden von auflen iiber
eine Gleichgewichtsverteilung einlagern (siehe Kapitel 2.1 und 2.5). An der tiefsten
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Stelle der Vesikel wird der Titan:Saphir-Laser tangential auf die Vesikel fokussiert.
Die fokussierende Linse mit f = +180mm liefert bei A = 822nm eine Strahltaille
(kleinster Radius des Strahls) gemi8

W, = wou| 14 (2—Z>2 (5.5)

bei z = £156 mm auf 2w, vergréflert hat. Dadurch erhilt man eine homogene In-
tensititsverteilung im Bereich der Wechselwirkungszone von Laserstrahl und Vesikel-
membran.

Hier vermitteln die nichtlinear optischen Potentialsonden die Wechselwirkung zwei-

I ] Spritze
I ' Abbildung 5.6:
, Vesikel aus oxidierten Cholesterin auf
Platin 0,1 MKCI Platin iner Teflonspitze. Innerhalb der Vi
Elektrode ; Elekirode  €iner Teflonspitze. Innerha er Ve-

sikel liegt eine Platinelektrode in
der Leitsalzlosung. In die Leitsalz-
Potentialsonden-Losung auBerhalb der
Vesikel taucht die Gegenelektrode aus
Platin. Der Titan:Saphir-Laserstrahl
streift die Vesikel am tiefsten Punkt
orthogonal zur Oberflichennormalen.
Hier sind die Polarisation des Lasers
und die Hyperpolarisierbarkeitsachse
der Potentialsonden parallel [3].

~n

er Photonen miteinander, so dass ein frequenzverdoppeltes Signal der ausgerichteten
Potentialsonden innerhalb der &ufleren Membran entsteht. Die Polarisation des Funda-
mentalstrahls wurde durch eine %—Platte parallel zur Oberflichennormalen der Vesikel
eingestellt. Somit ist die Polarisation parallel zur Richtung der grofiten Hyperpolari-
sierbarkeitsachse der Potentialsonden.

Ein RG-695-Farbfilter (Schott, Dicke = 3mm) absorbiert die Frequenzanteile des
Argonionen-Lasers, der den Titan:Saphir-Laser pumpt. Die SH-Signalintensitit wird
mit einem Peltier-gekiihlten Photomultiplier (Hamamatsu R 928) in Richtung des Fun-
damentalstrahls detektiert. Eine Filterung der fundamentalen des Lasers erfolgt durch
einen Farbfilter BG 39 (Schott, Dicke = 3mm). Fluoreszenzanteile aus den Poten-
tialsonden werden mittels eines Interferenzfilters (Bandbreite FWHM = 20 nm mit
Trnae = 60% bei A = 411 nm und FW1%M = 30 nm, BK Interferenzoptik und Elek-
tronik GmbH) herausgefiltert. Ein zweiter, identischer Photomultiplier bildet einen
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Referenzzweig, der die SHG eines [-Barium-Borat-Kristalls® detektiert. Die Photo-
multiplier werden durch Lock-In-Verstérker (Itaco Dynatrac 395 und 393), die auf die
Trégerfrequenz, der an die Vesikel angelegten Spannung eingelockt sind, analog ausge-
lesen. Ein PC speichert die angelegte Spannung und die Daten der Lock-In-Verstéirker
iiber eine 12 bit-AD/DA-Umsetzerkarte (Keithley)(siehe Abbildung 5.5). Der Vergleich
mit einer Referenz, dem BBO-Kristall liefert nicht nur Aussagen iiber die Stabilitéit
der Laserpulse, sondern ermdéglicht auch Aussagen iiber Konversionseffizienz beziiglich
dieser Referenz. Um ein definiertes Membranpotential iiber die Vesikelmembran zu
erzeugen, werden zwei Platinelektroden, eine innerhalb des Vesikels in der reinen Leit-
salzlosung und eine auflerhalb der Vesikel in die Potentialsonden-Leitsalzlosung einge-
bracht (siehe Abbildung 5.6). Das Membranpotential kann nun in einem Bereich von
+120mVsg durch einen Signalgenerator (Rohde 4+ Schwarz Funktionsgenerator AFGU)
eingestellt werden. Dieser liefert auch das Referenzsignal fiir die Lock-In-Verstérker.
Die SHG-Messungen stellen eine Integration der Grenzflicheneigenschaften des be-
leuchteten Bereiches aus der Probe dar. Man erhélt nur die mittlere molekulare Ord-
nung und Symmetrie der untersuchten Grenzfliche. Die Frequenzverdopplungsmikro-
skopie (SHM) hingegen ermdglicht zusitzlich zur SH-Spektroskopie die ortlich auf-
geloste Detektion von Membranpotentialinderungen. Die SHM ist insbesondere emp-
findlich gegen Anderungen der Symmetrie auf molekularer Ebene. Doch auch hier
erhéilt man nur SH-Signale, wenn die lokale Ordnung nicht-zentrosymmetrisch ist und
die Molekiile polare Komponenten in der Ebene haben.

5.3 Aufbau des SH-Mikroskopes (SHM)

5.3.1 CCD-Kamera

Die moderne Mikroskopie bedient sich zur quantitativen Erfassung von Bildern hoch-
auflosender CCD-Kameras. CCD’s (Charge Coupled Device) im wissenschaftlichen
Bereich sind im Hinblick auf grofitmdégliche Ortsauflosung, Quanteneffizienz, elektroni-
sches Rauschen, Auslesegeschwindigkeit und den Spektralbereich optimiert. Um quan-
titative Messungen durchzufiihren, miissen sdmtliche Eigenschaften des CCD’s iiber
den gesamten Bildbereich moglichst homogen sein. Abweichungen in der Sensitivitét
von Pixel (Picture Element) zu Pixel diirfen 0, 6% nicht iiberschreiten [15]. Daher sind
die Anspriiche an ein CCD als Messinstrument sehr hoch. Die Kantenldnge der qua-
dratischen Pixel des SVGA-Chips (Sony) der hier eingesetzten CCD-Kamera (PCO,
SensiCam Long Exposure) betrigt 6, 7 um und somit die gesamte Detektionsgrofie des
1280 x 1024-Pixel Chips 8,576 mm x 6,861 mm.

Fiir die Abbildung von Objekten mir schwachen Intensititen ist neben einer hohen
Quanteneffizienz ein geringes Gesamtrauschen notwendig, um ein optimales Signal-
Rausch-Verhiltnis zu erhalten. CCD-Chips erreichen heute Rauschwerte von wenigen
Elektronen. Die Speicherkapazitéit der Pixel betrdgt beim SVGA-Chip (Sony) 25000
Elektronen. Daher betrigt der dynamische Bereich der CCD-Elektronik 16 bit. Die
Umsetzung des analogen Spannungssignals aus dem Ausleseverstirker in einen digita-
len Wert erfolgt auflerhalb des Sensors mit einem 12bit-A /D-Umsetzer, und damit in

SBBO hat ein y\%., von 2,3-10712m/V [103]
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4096 Spannungsstufen.
Das Gesamtrauschen setzt sich dabei additiv aus voneinander unabhéngigen Rausch-
quellen zusammen [16]:

N, = /N2 + N2 + N2, (5.6)

N, ist das Rauschen der Ausleseelektonik, das von der Temperatur, der Verstirkung
und der Auslesegeschwindigkeit abhéngt. NV, ist das Dunkelstromrauschen, das durch
die Dunkelladungen S; = N7, die sich in den Pixeln withrend der Belichtungszeit
ansammeln, verursacht wird. Sy wéchst proportional mit der Integrationszeit und
sinkt exponentiell mit der Temperatur. N, ist das Rauschen, das durch den un-
vollstindigen Transfer der Pixelladungen zum Ausleseknoten entsteht. Bei niedrigen
Intensitédten liefert daher eine Kiihlung des CCD’s auf —12°C' und Softwareseitig zum
Auslesen des Bildes zusammengefasste benachbarte Zellblocke (Binning), die jedoch
die Auflésung vermindern, eine deutliche Verbesserung des Signal-Rausch-Verhéltnis-
ses. Bei sehr kleinen Signalintensitéiten wachsen die Belichtungszeiten des CCD-Chips
so stark an, dass selbst langsame Dynamiken der Objekte zu drastischen Auflosungs-
verlusten fithren. Aus diesem Grund setzt man Bildverstirkersysteme ein.

5.3.2 Bildverstarker
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Photokathode MCP P47
Bialkali (Y SiO :Ce,Tb)
(K SbCs) ’

Quarzglas 25 mm 50 mm

Abbildung 5.7:
Aufbau und Beschaltung des Bildverstérker-

T systems. Der hier eingesetzte Bildverstirker
21,7 mm liefert bei 400nm eine Verstirkung von
=200V 800 V
0V 6800V 25 kW/W.

Bildverstirkersysteme verstiirken die Lichtintensitéiten bis zu einem Faktor von 10°.

Das Bildverstéarkersystem besteht aus drei wesentlichen Komponenten. Licht mit schwa-
cher Intensitit fallt auf eine Photokathode und 16st dort Elektronen aus. Diese wer-
den im Vakuum in Richtung einer Mikrokanalplatte (MCP) beschleunigt und lésen
lawinenartig neue Elektronen aus (vergleichbar dem Photomultiplier-Prinzip). Das
in Elektronen konvertierte Lichtsignal wird reproduziert, indem die Elektronen auf
einen Phosphorschirm beschleunigt werden. Eine nachgeschaltete CCD-Kamera bil-
det den Phosphorschirm auf den CCD-Chip ab. Der hier eingesetzte Nahfokus-MCP-
Bildverstirker (Proxitronic BV 2561 BY 5N) ist seitens der Photokathode auf die
Wellenlénge des SH-Signals und seitens des Phosphorschirms fiir die maximale spek-
trale Empfindlichkeit der auslesenden CCD-Kamera optimiert. Durch Schalten der Be-
schleunigungsspannung zwischen Photokathode und MCP ist der Bildverstéirker bis in
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den sub-pus-Bereich schaltbar, so dass schnelle Bildsequenzen detektierbar sind. Eine
Bildverstiarkung erkauft man sich in der Regel mit einem verminderten Auflosungs-
vermogen. Das Auflésungsvermogen wird meist durch die Zahl der Linien pro Milli-
meter eines Rasters angegeben, welches im Bild eben noch erkannt werden kann. Es
wird hierbei hauptséchlich durch den Diffusionslichthof der Alkalikristalle in der Pho-
tokathode und ihrer Kornigkeit begrenzt. Bei einem Strichraster mit hohem Kontrast
misst man hier 37 Linien pro Millimeter.

Die hohe Empfindlichkeit der Bildverstirker machen sie auch sehr empfindlich in ihrer
Handhabung. So reicht bereits eine lingere Belichtungszeit bei Raumbeleuchtung, um
in die Photokathodenschicht schwarze, irreparable Flecke einzubrennen.

5.3.3 Einstrahliger Messaufbau

Der experimentelle Aufbau der SHM an Cholesterinvesikeln wurde durch den Aus-
tausch des Mess-Photomultipliers gegen eine CCD-Kamera ohne Bildverstirkersystem
in Kombination mit einem Zoom-Mikroskopobjektiv mit grofem Arbeitsabstand (Eu-
romex Microscopes) realisiert. Die Filterung der Fundamentalen und der Argonionen-
Laser-Beitriige erfolgte wie vorher mittels BG-39-Farbfilter und Interferenzfilter 411 nm.
Ansonsten bleibt der Messaufbau aus Abbildung 5.5 unveriandert.

5.3.4 Zweistrahliger Messaufbau
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Abbildung 5.8: Messaufbau des SH-Mikroskopes.
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Um Mikroskopie an lebenden Zellsystemen durchzufiihren, ist ein zweistrahliger Mes-
saufbau (siehe Kapitel 4.4) von Vorteil (siehe Abbildung 5.8). Die Strahlteilung erfolgt
an einer variablen Strahlteilerplatte (Linos Photonics), an der das Teilungsverhéltnis
nahezu beliebig einstellbar ist. Im Experiment werden die verstérkten Titan:Saphir-
Oszillatorpulse eingesetzt (siehe Kapitel 5.1.1). Der zweistrahlige Aufbau bendtigt das
gesamte Lasersystem (Oszillator mit regenerativem Verstérker).

Dieses Lasersystem hat eine Repetitionsrate von 1 kH z anstelle der als kontinuierlich
anzusehenden 96 M Hz des Titan:Saphir-Oszillators. Bei einer Pulsdauer von 100 fs,
was einem Lichtweg von 30 pum entspricht, findet man fiir 1 £H 2z Repetitionsrate erst
nach 300 km den nichsten Puls. Interferenzfihig mit detektierbarer Intensitéit sind
die beiden Teilstrahlen somit nur, wenn die geteilten Pulse Wege durchlaufen, die we-
niger als 30 um Léngendifferenz aufweisen. Um eine Ausgleichsstrecke fiir einen der
beiden Teilstrahlen zu erhalten, wurde fiir den zweistrahligen Aufbau ein Mikrometer-
Positioniertisch mit einer Auflésung von 1 pm eingebaut, auf dem sich zwei Spiegel
befinden. Dies fiihrt aber auch dazu, dass die effektiv zu untersuchende Fliche ein
Band von 30 um Breite darstellt (siehe Abbildung 5.9). Um diese Fléche zu vergrofiern,
erhoht man die Pulsbreite, was die Justage vereinfacht, aber auch die Leistungsdichte
pro Puls verringert. Der Titan:Saphir-Laserstrahl hat hinter dem Kompressor ein el-
liptisches Strahlprofil mit einem grofien Durchmesser von 5 - 103 m horizontal und
einem kleinen Durchmesser von 4 - 1073m vertikal. Somit ergibt sich eine Fliche
von 16 - 107®m? und bei einer Pulsleistung von 4 GW eine Pulsleistungsdichte von
3 - 10" W/m? (siehe Kapitel 5.1.2). Sie werden mittles zweier identischer Galileo-
Fernrohre mit den Linsenbrennweiten +100mm und —30mm auf ein Drittel ihres
Durchmessers reduziert, so dass die ausgeleuchtete Fliche 107 m? betrigt, was eine
Leistungsdichte von 3 - 10 1W/m? ergibt. Die beiden Teilstrahlen haben, bevor sie
auf die Proben unter einem Glanzwinkel von 2 = 27° treffen, jeweils eine gemessene
mittlere Leistung von 9mW (siehe Abbildung 5.10). Das entspricht einer Pulsenergie
von 9 puJ. Bedenkt man, dass hinter dem Kompressor des Lasersystems 400 p.J zur
Verfiigung standen, so sind die Verluste durch Strahlteiler, Spiegel und Linsensyste-
me hoch. Damit ergibt sich eine Pulsleistungsdichte je Strahlarm auf der Probe zu
7108 W/m2.

Wechselwirkungsvolumen

Abbildung 5.9:

Das Wechselwirkungsvolumen der bei-
den Fundamentalstrahlen ergibt sich
aus dem Finfallswinkel ) und der
Pulslinge.

Zur Mikroskopie der Proben wird das CCD-Kamera-Bildverstiarkersystem mit vorge-
schaltetem Mikroskopobjektiv eingesetzt. Die Positionierung der Proben im Wechsel-
wirkungsvolumen der Laserpulse erfolgt durch eine mechanische X,Y,Z-Positioniereinheit
mit 50 nm Auflsung der differentiellen Mikrometerschraube (NanoMax-TS, Melles
Griot). Die Justage der Probe im Laser erfolgt unter konventioneller Dunkelfeldbe-
leuchtung mit dem Mikroskop.

Alle Messungen finden in einer selbst hergestellten Kiivette, die Wahlweise mit Rin-
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gerlosung oder, nach umschalten eines Ventils, mit einer beliebigen K T-Lésung durch-
spiilt wird statt. Hierbei wurde gravitaktisch ein mittlerer Volumenstrom von etwa
Q =~ 5ml/min eingestellt. Die Losungen wurden iiber eine Rollenpumpe abgesaugt.

SHG Mikroskopobjektiv

Fernrohr Fernrohr

X,Y,Z-Positionierung
mit Probenkammer

Abbildung 5.10: Probenhalter und Beleuchtung des SH-Mikroskopes. Der Glanzswinkel
betrégt €2 = 27° bei einer mittleren Leistung von 9mW pro Strahlarm.

Das Kiivettenvolumen betrigt fiir kleine Kiivetten etwa 250 pul und fiir grofie etwa
1ml. Zur Vermeidung von Fiillhoheschwankungen ist die Kiivette mit einem Deckglas
abgedeckt. Der parallel detektierte Referenzzweig ist wie im einstrahligen Experiment
ausgelegt.



Kapitel 6

Charakterisierung der Laserpulse

SHG Intensitéat / bel. Einh.

——0,4000 V /12 X
——0,4100 V /15X
0,4200V /18 X
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Abbildung 6.1:
Kalibrierungskurven des Referenz-
zweiges bei 1V / 10Hz Lock-
In FEingangsempfindlichkeit. Den
Photomultiplier-Spannungen  von
0,4000 V" bis 0,4600V wurden je-
weils quadratische Funktionen an-
gepasst.

Bei spateren SH-Signalintensitéitsmessungen werden sowohl vom Photomultiplier, als
auch von der CCD-Kamera nur Spannungen proportional zur einfallenden Intensitét
an den aufzeichnenden PC ausgegeben. In Kenntnis der eingesetzten Leistung ist es
moglich mittels zuvor aufgenommenen Kalibrierungen eine Aussage iiber die detektier-
te Signalintensitéit zu treffen. Die SH-Signale aus den Proben werden von einer 12 bit-

zzzzzzzz

SHG Intensitéat / bel. Einh.

2000 4 ———0,4000 V/ 8500 X ¥
———0,4100 V / 10200 X* /
0,4200 V / 12400 X*
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~———0,4500 V / 20500 X’ A
0,4600 V / 25800 X /
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000 005 010 015 020 025 030 035 040 045 050
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Abbildung 6.2:
Kalibrierungskurven des Messzwei-
ges bei 3mV / 3 Hz Lock-In Ein-
gangsemplfindlichkeit.

Den Photomultiplier-Spannungen
von 0,4000V bis 0,4600V wur-
den jeweils quadratische Funktio-
nen angepasst.

AD/DA-Umsetzerkarte und einem PC aufgezeichnet. Daher erfolgt eine Darstellung

65
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mit zweimal 2048 Punkten fiir £5V Eingangssignal in der Messkarte. Das SH-Signal
wurde mit einem BBO-Frequenzverdopplerkristall kalibriert. Dafiir wurde die resul-
tierende SH-Signalintensitéit, die der Photomultiplier {iber den auslesenden Lock-In-
Verstirker an den PC ausgibt, bei verschiedenen Photomultiplier-Verstarkungsspan-
nungen (0,4000V bis 0,4600 V) aufgezeichnet. Der Lock-In-Verstirker wurde im Re-
ferenzzweig mit einer Eingangsempfindlichkeit von 1V betrieben (siehe Abbildung
6.1). Zur Kalibrierung des Messzweiges (sieche Abbildung 5.5) wurde der BBO-Kristall

Abbildung 6.3:

SHG Intensitat / bel. Einh.
=3
8
1

1007 / Kalibrierungskurven des Messzwei-
——0,4000 V/ / 29000 x* . .
600, ——04100V/ 35000 ¢ ges bei 1mV /3 Hz Lock-In Ein-
0,4200 V /41000 x* : .
400 ] 040V 480000 gangsempfindlichkeit.
B X
2007 —— oS0y /6000 Den Photomultiplier-Spannungen
[ E X ;
: : : : : von 00,4000V bis 0,4600V wur-
0.00 0.05 0.10 0.15 0.20 0.25 0.30 . . . .
Leistung / mW den jeweils quadratische Funktio-

nen angepasst.

anstelle der Probenkammer montiert und mit dem Lock-In-Verstirker bei einer Ein-
gangsemfindlichkeit von 1 mV und 3 mV im selben Photomultiplier-Verstarkungsspan-
nungsbereich gemessen (siehe Abbildung 6.2 und 6.3). Die mittlere Laserleistung wur-
de vor jeder Messung mit einem geeichten Leistungsmesser (LaserMate-Q, Coherent)
iiberpriift. Die Messungen liefern den zu erwartenden quadratischen Zusammenhang

4000

704/3719 —C370
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<=
S 2500
«
2 2000
‘©
% 1500
c
2
£ 1000
5001 Abbildung 6.4:
0 T ARaas e AR AR Mikroskopie
0 1 2 3 4 5 6 7 8 ; . .
Ausdehnung in x-Richtung / mm des Ti tan:Sap]ur— OSZIHatOI'—StI'ahIS

in horizontaler Richtung.

der eingebrachten Laserleistung mit der detektierten SH-Signalintensitdt. Aus dem
quadratisch angepassten Verlauf lassen sich relative SH-Signalintensitéiten bezogen auf
die Konversion im BBO-Kristall in spéteren Messungen bei verschiedenen Photomul-
tiplierverstarkungsspannungen angeben.

Um die Leistungsdichte der Titan:Saphir-Oszillator-Pulse zu bestimmen, wurden SHM-
Aufnahmen von Oszillator-Pulsen, die definiert mit Graufiltern abgeschwécht wurden,
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gemacht. Dafiir wurde der Messaufbau wie in Kapitel 5.3.3 verwendet. Aus Abbil-
dung 6.4 und 6.5 erhélt man fiir die Fleckgr6fle der Laser-Pulse in horizontaler Rich-
tung 4,4 mm und in vertikaler Richtung 3,4 mm. Diese Werte wurden aus der Pi-
xelgroBe des CCD-Kamera-Chips berechnet (6,7 um pro Pixel), da die Aufnahmen
ohne jede zusitzliche abbildende Optiken aufgenommen wurden. Somit erhilt man

eine Oszillator-Pulsleistungsdichte von 4 - 10° W/m? bei einer Laserstrahlfliiche von
12-1075m?,
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500 Abbildung 6.5:
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Ausdehnung in y-Richtung / mm des Titan:Saphir-Oszillator-Strahls

in vertikaler Richtung.



Kapitel 7

Einlagerung der Potentialsonden

7.1 Einlagerung in Cholesterinvesikel

Lagert man di-4-APEPPS-Farbstoffe in eine Membran aus oxidierten Cholesterin von
auflen ein, so erfolgt dies mit radialsymmetrischer Orientierung. Das zeigt die in Ab-
bildung 7.1 dargestellte SHM-Aufnahme. Der Messaufbau ist in Kapitel 5.3.3 beschrie-
ben. Die Membranoberfliche ist durch eine weifle Linie angedeutet. Durch Bestrahlung

Abbildung 7.1: SHM-Aufnahme einer Vesikel aus oxidierten Cholesterin mit eingela-
gerten di-4-APEPPS-Potentialsonden. Die Vesikeloberfliche ist durch eine weifle Linie
angedeutet. Die Belichtungszeit betrug 1,5 s.

der Membranoberfliche mit fokussierten Titan:Saphir-Oszillator-Pulsen vermitteln die
eingelagerten Farbstoffmolekiile die Frequenzverdopplung. Die Vesikel wurde hier so
bestrahlt, dass die SHG aus zwei Bereichen detektiert wurde. Diese Bereiche sind die
Eintrittsstelle und die Austrittsstelle des Laserstrahls durch die Vesikel. Diese beiden
SH-Signalbeitrége interferieren aufgrund der Vesikelgréfie nicht miteinander. Die in
Abbildung 7.1 sichtbaren Interferenzen ergeben sich aus Beitrdgen von jeweils einer
Membranseite, so dass die Abstinde der Interferenzstreifen ein reziprokes Maf fiir die

68
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Dicke der Vesikelmembran sind, die damit im nm-Bereich liegt. Ein Interferenzbild
stellt die Fourier-Transformierte der rdumlichen Verteilung der erzeugenden Kompo-
nenten dar. Nach dem Ahnlichkeitstheorem der Fourier-Transformation ist die Dicke
der Membran umgekehrt proportional zum Abstand der Interferenzstreifen [148]. Das
Shift-Theorem lésst die Farbstoffbewegung innerhalb der Membran zu, ohne dass die
Intensititen des Interferenzbildes beeinflusst werden, da sich eine Translation im Orts-
raum nur in einer Phasenverschiebung im Frequenzraum bemerkbar macht. Die aus
der Abbildung im Vergleich mit einer Mikroskopmikrometerskala ermittelte Fleckgrofie
betrigt horizontal 65 pm und vertikal 30 pm, was man fiir den berechneten Fokus der
Fundamentalen im Messzweig auch erwartet (siehe Kapitel 6). Die inhomogene Ver-
teilung der SH-Signalintensitét resultiert aus Inhomogenititen der Membranstruktur
und Unregelméfigkeiten in der Verteilung der Potentialsonden innerhalb der Mem-
bran. Die Anzahl der Molekiile NAV| die sich in einem mikroskopischen Volumenele-
ment AV befinden, ist so grof}, dass statistische Fluktuationen von Volumenelement
zu Volumenelement vernachléssigbar sind. Dafiir betrachtet man ein Volumenelement,
dessen Dimension der halben Wellenléinge der einfallenden Strahlung entspricht. In der
Membran mit ihrer zweidimensionalen Geometrie betrigt die Grofle einer derartigen
Einheitsfliche fiir die halbe Wellenlénge der Titan:Saphir-Laserstrahlung mit 400 nm
ca. 6,3 - 10~ "m?2. Fiir eine 1%-ige Beladung der Membran mit Farbstoffmolekiilen,
deren zylinderférmige Struktur einen Durchmesser von etwa 0, 4 nm hat, befinden sich
in dieser Einheitsfliiche im Mittel etwa 10° Molekiile. Dieses Ensemble vermittelt in
der auftreffenden Fundamentalen ein detektierbares SH-Signal.

Um sicher zu gehen, dass die detektierten Signale nur durch Frequenzverdopplung

35000
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20000 ~

15000
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Extinktionskoeffizient / | mol” cm™

5000 4 Abbildung 7.2:
B T P e Absorptionsspektrum — von  di-
Wellenléinge / nm 4-APEPPS gegen Wasser/Ethanol

(1:1) [26].

entstanden sind, wurden testweise verschiedene Filter in den Detektionsarm gebracht
und sowohl Polychromatorspektren als auch Photomultiplierspannungen aufgenom-
men. Der Filtertest mit einem zweiten BG-39-Farbfilter vor dem Photomultiplier lie-
ferte eine SH-Signalintensititsabnahme von 20%, wihrend der Interferenzfilter eine
Intensititsabnahme von ca. 40% verursachte. Das zeigten auch Polychromatorspek-
tren von Cholesterinvesikeln mit eingelagerten di-4-APEPPS-Potentialsonden. Die be-
obachteten Intensitdtsabnahmen kénnen eindeutig mit der verminderten Transmission
der Farb- und Interferenzfilter erklédrt werden.
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Das Emissionsspektrum der di-4-APEPPS-Potentialsonden, die in eine Cholesterin-
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Abbildung 7.3: Emissionsspektrum der in die Cholesterinvesikel eingelagerten di-4-
APEPPS-Potentialsonden, das durch Anregung mit Titan:Saphir-Oszillator-Pulsen bei
822 nm erhalten wurde.

vesikel eingelagert wurden, das mit Titan:Saphir-Oszillor-Pulsen bei A = 822nm ange-
regt wurde, ist in Abbildung 7.3 dargestellt. Der schmale Peak bei 411 nm wird dem
frequenzverdoppelten Signal zugeordnet, wihrend die breite Bande mit dem Maxi-
mum bei 547 nm sich aus einer Zwei-Photonen-Absorption mit Fluoreszenzrelaxation
(TPEF) ergibt. Die Absorptionsbande des m — 7* Ubergangs hat ihr Maximum bei
460 nm (siehe Abbildung 7.2). Diesem Spektrum zufolge kann das SH-Signal spektral
getrennt von dem Fluoreszenzspektrum aufgenommen werden. Damit ist eine effiziente
Trennung beider Emissionen mit Interferenzfiltern moglich.

Fiir ein Gauf-formiges Strahlprofil und einer spektralen Halbwertsbreite (FWHM)
von 20nm der Fundamentalen erhilt man eine spektrale Halbwertsbreite (FWHM)
des SH-Signals von 4,4 nm. Die Halbwertsbreite des SH-Signals skaliert mit der Wur-
zel der Halbwertsbreite der Fundamentalen [50]. Das Emissionsspektrum zeigt eine
Halbwertsbreite des SH-Signals von 8 nm. Diese groflere Halbwertsbreite ist auf die
nicht-Gauflférmigen Pulse des Titan:Saphir-Lasers zuriickzufiihren. Der Vergleich zwi-
schen SH-Signal und TPEF zeigt den ausgezeichneten Einlagerungsmechanismus der
potentialsensitiven di-4-APEPPS-Farbstoffmolekiile, der Voraussetzung fiir eine sensi-
ble und artefaktearme Potentialsensitivitit ist. Die Spektren wurden mit einem Poly-
chromator aufgenommen, der ein Gitter mit 400 Strichen/mm und eine CCD-Kamera
(InstaSpec IV, Oriel) enthilt (siehe Dissertation Bock [88]).
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7.2 Einlagerung in Neuronen

Auch an Blutegel-Neuronen wurde der Filtertest sowohl fiir die Detektion mit einem
Photomultiplier als auch mit Polychromatorspektren durchgefiihrt, wobei sich iiber-
einstimmende Informationen ergaben.

Das Emissionsspektrum der di-4-APEPPS-Potentialsonden, die in Blutegel-Neuronen
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Abbildung 7.4: Emissionsspektrum der in die Blutegel-Neuronenmembran eingelager-
ten di-4-APEPPS-Potentialsonden, das durch Anregung mit Titan:Saphir-Oszillator-
Pulsen bei 822 nm erhalten wurde.

eingelagert wurden, und mit Titan:Saphir-Oszillor-Pulsen bei A = 822 nm angeregt
wurden ist in Abbildung 7.4 dargestellt. Hier erhilt man dieselben spektralen Eigen-
schaften der Potentialsonden wie durch Einlagerung in eine Cholesterinvesikel (siehe
Abbildung 7.3). Das Verhéltnis der Intensitéten von SHG und TPEF ist in diesem Fall
geringfiigig giinstiger fiir die SHG. Die Quantenausbeute der Fluoreszenz nimmt ab.
Auch die Emissionsbande der TPEF ist hier um 8 nm rotverschoben (bei A = 555 nm).
Um den Fluoreszenzmechanismus zu kléren, betrachtet man die exakte Einlagerung
in die Membran und die an dieser Stelle existierenden elektrischen Felder (siehe Ka-
pitel 2.3 und Abbildung 8.2). Fluoresziert das Farbstoffmolekiil, so erfolgt ein La-
dungstransfer aus der Pyridingruppe in die Anilingruppe (siehe Kapitel 4.2). Dieser
Ladungstransfer wird durch das dort herrschende Dipolfeld der Membran unterstiitzt,
was zu einer Rotverschiebung der Emissionsbande fiihrt. Biomembranen beinhalten
eine Vielzahl funktioneller Molekiile, deren Ladungen das Oberflichen- und Dipol-
potential gegeniiber einer reinen Modellmembran verdndern. Im Gegensatz zur Cho-
lesterinvesikel besitzt das Neuron ein Ruhemembranpotential. Das grofiere Dipolfeld
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der Neuronenmembran fiihrt zu einer stirkeren Rotverschiebung des Fluoreszenzspek-
trums im Vergleich zur Einlagerung in die Cholesterinmembran. Die Abnahme der
Fluoreszenzquantenausbeute kann mit einer Umorientierung der Farbstoffmolekiile in-
nerhalb der fluideren Neuronmembran im Vergleich zur rigiden Cholesterinmembran
erklart werden. Zusétzlich wird in der Neuronmembran die strahlungslose Deaktivie-
rung in polareren Regionen iiber TICT-Zustéinde' begiinstigt [115]. Diese Effekte wur-
den von Fromherz systematisch fiir unterschiedlich polare Losungsmittel und verschie-
dene Membrantypen untersucht [111]. In jedem Fall kann hier gezeigt werden, dass
di-4-APEPPS sowohl fiir Cholesterinvesikel als auch fiir Neuronmembranen eine her-
vorragend geeignete Membranpotentialsonde darstellt.

'Hierbei verdrehen sich der Anilin- und der Pyridinring um 90° gegeneinander, was zu einer
Aufhebung der Konjugation fiihrt.



Kapitel 8

Potentialabhingige Messungen an
Membranen

8.1 Messungen an Cholesterinvesikeln

8.1.1 Elektrische Eigenschaften der Cholesterinvesikel
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Abbildung 8.1: Elektrische Eigenschaften der Cholesterinvesikel wéihrend der Einlage-
rung von di-4-APEPPS mit anschlieflender Ausdiinnphase. Die obere Kurve zeigt die
gemessene Spannung und die untere Kurve die gemessene Phase.

73



74  KAPITEL 8. POTENTIALABHANGIGE MESSUNGEN AN MEMBRANEN

Direkt nach der Erzeugung der Cholesterinvesikel liegt noch keine Doppelschichtmem-
bran vor. Die Vesikel ist zu Beginn komplexen Dynamiken unterworfen, bevor sie
eine stabile Matrix fiir die Einlagerung von Farbstoffmolekiilen darstellt. Die elektri-
schen Eigenschaften der Vesikel hingen von der Dicke und Stabilitit der Membran
ab. Eine Messung des Ausdiinnverhaltens iiber die Zeit ist in Abbildung 8.1 darge-
stellt. Die Messungen erfolgten durch Anlegen einer Wechselspannung von 130 mVsg
und 3,23 kH z mittels Signalgenerator. Sowohl die Spannungsamplitude als auch die
Phase des Messsignals wurden mittels eines selbst erstellten Vorverstérkers iiber einen
Lock-In-Verstéirker aufgezeichnet, um Aussagen iiber den Membranwiderstand und die
Membrankapazitit téatigen zu konnen. Zu Beginn der Messung erfolgte eine Kalibrie-
rung der Messapparatur gegen einen Widerstand von Rys.ss = 1,64 k€). Man erkennt
nach erfolgter Kalibrierung das Eintauchen der Spritze in die Farbstoff-Leitsalzlosung
als deutlichen Phasensprung. Anschliefend wurde die Vesikel gegen die Lésung auf-
gepumpt, was zunéchst einen Anstieg der Phase zur Folge hat. Ab einem Radius von
etwa 2,5 mm wurde die Vesikel sich selbst iiberlassen, und es folgte die Ausdiinnpha-
se zur Cholesterin-Doppelschicht. Dies ist an einer Abnahme der Phase und einem
Anstieg der Spannungsamplitude zu sehen. Nach etwa 1000 s ist die Vesikel defekt,
so dass Phase und Amplitude den Kurzschlussfall wiedergeben. Nach etwa 120 s be-
findet sich die Vesikel in einem stabilen Zustand. In dieser Phase bietet die Vesikel
den eingelagerten Farbstoffmolekiilen eine stabile Matrix, die Voraussetzung fiir die
SHG-Messungen ist.

8.1.2 SHG an Cholesterinvesikeln

M ocm bran
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Abbildung 8.2:
Mikroskopischer Potential-
verlauf iiber eine Membran
aus oxidierten Choleste-
rin mit eingelagerten di-4-
APEPPS-Potentialsonden

>

Die amphiphilen Potentialsonden in der Kiivette lagern sich radialsymmetrisch, stabil
orientiert in die &uflere Schicht der Cholesterinmembran ein (siehe Abbildung 4.4). Man
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erhélt eine Grenzfliche mit einer nichtzentrosymmetrischen Struktur, wie sie fiir die
Frequenzverdopplung notwendig ist. Die Wechselwirkung des di-4-APEPPS mit dem
elektromagnetischen Feld des Titan:Saphir-Lasers induziert einen effektiven intramo-
lekularen Ladungstransfer, der eine grofie Hyperpolarisierbarkeit zur Folge hat. Kon-
sequenterweise besitzt die Frequenzverdopplung somit hohe Effizienz. Die inh&rente
Sensitivitit der Farbstoffmolekiile gegeniiber Membranpotentialinderungen resultiert
aus der induzierten Anderung der Hyperpolarisierbarkeit, die die SH-Signalintensitit
entsprechend moduliert. Die stabférmige molekulare Struktur der Potentialsonden

Abbildung 8.3: TPEF-Aufnahme einer Cholesterinvesikel mit eingelagertem di-4-
APEPPS. Die Fluoreszenzbilder wurden fiir ein positives und negatives Membran-
potential und anschliefend einander iiberlagert dargestellt. Der Radiuszuwachs der
Vesikel korreliert mit der angelegten Membranspannung. Die Aufnahmen erfolgten
senkrecht zum anregenden Titan:Saphir-Laserstrahl.

Abbildung 8.4:
Videomikroskopisch ermittelter Ve-
sikelradi-
uszuwachs fiir Potentialdnderungen
von +40 mV bis £140 mV . Die An-
passungsgerade wurde durch den
Ursprung gelegt. Eine quadratische
Anpassung wiirde auch ohne Poten-
5] tialinderung einen Radiuszuwachs
% s 1o 1o o 1o 1k 20 20 2o a0z wo  liefern. Daher scheinen die geringen
Potentialanderung / mV Radiusvergrofierungen einen syste-
matischen Fehler zu enthalten.

Y=0,18 X

Vesikelradiuszuwachs / ym

ermoglicht eine nahezu ungestorte Einlagerung in die Membran. Diese erfolgt mit der
molekularen Hauptachse parallel zur Membrannormalen. Dafiir tauchen sie mit dem
chromophoren System beinahe vollstindig in die duflere Cholesterinschicht ein. In die-
ser Einbaulage sind sie besonders sensitiv gegeniiber den Dipolpotentialbeitrigen der
Membran (siehe Kapitel 2.3). Die Dipolpotentialbeitréige hingen konstant von der
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Cholesterindoppelschicht ab, so dass der Dipolpotentialverlauf proportional durch ein
Membranpotential beeinflusst wird (sieche Abbildung 8.2). Daher antworten die Poten-
tialsonden auf Anderungen des Transmembranpotentials.

Um ein Membranpotential {iber die Cholesterindoppelschicht zu erzeugen, wird iiber
die Elektroden und somit iiber die Leitsalzlosung eine Spannung angelegt (siehe Ab-
bildung 5.6). Das Anlegen einer bipolaren Rechteckspannung von +60mV iiber die
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2 Zj: 100 mV] .

£ ] gomy Abbildung 8.5:

5 o 49mv SH-Signal bei Membranpotentia-

- o len von +20mV bis +140mV.
—oz~f\—-%‘e”“a' Die angelegte Rechteckspannung
0 gegeniiber dem Vesikelinneren ist
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Zeit/'s im unteren Teil des Bildes zu erken-
nen [26].

Vesikelmembran bewirkt einen Anstieg des SH- und des TPEF-Signals. Videosequen-
zen der Fluoreszenz zeigten eine Radiusvergroflerung der Vesikel von 20 pum. Diese
Radiusvergréflerung wurde durch Vergleichsbilder mit einer Mikroskopmikrometers-
kala ermittelt und beinhaltet einen abgeschétzten Fehler von +2 pum. Die Reaktion
der Membran auf die Umpolung des Membranpotentials erfolgt schneller als 1s. Da
die Belichtungsdauer pro Bild 1 s betrug, war eine zeitliche Auflésung nicht mdoglich.
Eine Rechteckspannung von +140 mV bewirkt sogar einen Radiuszuwachs von 65 pum
(sieche Abbildung 8.3 und 8.4). Das entspricht einem Volumenzuwachs von maximal
8%. Andert sich das Vorzeichen der iiber die Vesikelmembran angelegten Spannung
von Plus nach Minus beziiglich des Vesikelinneren, so vergréfiert sich der Radius der
Vesikel und die Membran taucht tiefer in den Laserstrahl ein. Somit ist die beleuch-
tete Flache grofer, und das SH- und TPEF-Signal steigen an. Die Potentialsonden
sind sicher fiir die Vesikelbewegung verantwortlich, da mikroskopische Beobachtun-
gen von ungefirbten Vesikeln keine Bewegung im Bereich der Beobachtungsgenauig-
keit von £2 ym beim Umschalten des Membranpotentials zeigten. Vermutlich handelt
es sich hierbei um eine Elektrostriktion der Farbstoff-beladenen Membran. Elektro-
striktion ist eine mechanische Deformation der Membran aufgrund einer Kontraktion
des umgebenden Volumens, d.h. des Losungsmittelvolumens um die Membran her-
um. Es findet eine potentialgesteuerte Solvatationsinderung der geladenen Gruppen
der Farbstoff- oder Membranmolekiile statt [138, 139]. Die geladenen Endgruppen der
reinen Cholesterinvesikel scheinen diese Solvatationsénderungen nur in sehr geringem
Mafl zu erfahren. Erst die Einlagerung der amphiphilen Potentialsonden mit ihren
stiarker polaren Kopfgruppen und dem ausgeprigten m-Elektronensystem ermdoglichen
die beobachteten Elektrostriktions-Effekte. Der elektrostriktive Druck p berechnet sich
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mit C); der spezifischen Membrankapazitit pro Einheitsfliche, Fy; dem Membran-
potential und Ar der Vesikelradiusdnderung [138]. So nachteilig dieser Effekt fiir die
Messungen der Potentialsensitivitit der Farbstoffmolekiile auch ist, so aussagekriftig
ist er jedoch fiir die Einlagerung der Farbstoffe in die Membran. Denn nur eine sta-
bile Einlagerung und Verankerung der Farbstoffe in die Membran kann eine derartig
ausgeprégte Elektrostriktion bewirken. Die Vesikeloberflichenvergréfierung kann auch
durch Detektion des SH-Signals beobachtet werden (siehe Abbildung 8.5). Um die elek-
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Abbildung 8.7:
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< ]

tiber eine Cholesterinvesikel. Dafiir

2,0x10% . .. .
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0,0 . . .
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Potentialdifferenz / mV Beladung der Membran angenom-

men.

trostriktiven Beitrdge zum SH- und zum TPEF-Signal von den potentialinduzierten
Anderungen der Hyperpolarisierbarkeit zu selektieren, wurde anhand der gemessenen
Vesikelvergroflerung ein potentialabhéngiger Flichenzuwachs unter Beriicksichtigung
des bekannten Vesikelradius und der Laserstrahltaille berechnet. Mit freundlicher Un-
terstiitzung von Herrn Dr. Christoph Glowatz [1] war es moglich, eine Verallgemeine-
rung des Viviani-Fensters! zu betrachten und die Fliche, die abhingig von der Ein-

Vincenzo Viviani, Mathematiker, x1622 in Florenz. Er berechnete die Schnittflsiche eines Zylinders
mit einer Kugel fir Rxuger = 27 zytinder, wobei der Zylinder die Kugel bei 1/2 R g6 schneidet.
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tauchtiefe des Laserfokus in die Vesikelmembran ist, numerisch zu berechnen (siehe
Anhang A). Fiir den Flidchenzuwachs, der von der Eintauchtiefe des als zylinderférmig,
mit homogenen Stufen-Strahlprofil angenommenen Laserstrahls abhingt, ergibt sich
der in Abbildung 8.6 gezeigte Verlauf (der verwendete Parametersatz ist in der Abbil-
dung aufgefiihrt). Hier wurde aufgrund der verwendeten langbrennweitigen Linse mit
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Zeit  bel. Einn. de mit einer 4 Hz Sinusspannung
moduliert.

f = +180mm eine Laserstrahltaille von 153 ym und ein Vesikelradius von 2,5mm
vorausgesetzt (siehe [26]). Untersucht man exemplarisch den Fall des Radiuszuwachs
fiir eine Potentialinderung von 280 mV, so erfolgt aus der Berechnung ein Flichen-
zuwachs von 0,18 mm?, da die Vesikel hier ihren Radius von 2,5mm auf 2,56 mm
vergroflert hat. Man befindet sich damit in Abbildung 8.6 am Anfang der aufsteigen-
den Flanke. Selbstversténdlich ist eine weitere Radiuszunahme der Vesikel mit einer
entsprechenden Flichenzunahme verbunden. Videoaufnahmen bestéitigen jedoch die
in Abbildung 8.4 gezeigten Radiuszunahmen als Maximalwerte. Daher sind die ersten
250 ms aus Abbildung 8.5 der Elektrostriktion zuzuschreiben.

Im Vergleich zu der linearen Abhéngigkeit des Fluoreszenzsignals von der Anzahl
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der signalgebenden Farbstoffmolekiile besitzt die SHG eine quadratische Abhéingig-
keit von der Anzahl der Farbstoffmolekiile (sieche Kapitel 4.3), die wiederum von
der, auf der Membran ausgeleuchteten Fliche abhingt, also von der Gréfle der Ve-
sikel. Die Quadrierung der potentialabhéngigen Flichenzunahme ist direkt proportio-
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nal zur resultierenden SH-Siganlintensitdt. Beriicksichtigt man zusétzlich die aus Vi-
deoaufzeichnungen erhaltene potentialabhéingige Vesikelradiuszunahme, die als linear
abhingig von dem angelegten Membranpotential angesehen wird, so erhilt man ei-
ne potentialabhéngige SH-Signalintensitit, die ausschlielich von der Vesikelvergrofie-
rung abhingt und proportional zum Quadrat der Anzahl der Farbstoffmolekiile ist.
Fiir eine 1%-ige Beladung der Membran mit Farbstoffmolekiilen ist dieser Fall in Ab-
bildung 8.7 dargestellt. Bis zu einer Potentialdnderung von etwa 300mV héngt die
SH-Signalintensititsinderung, im Rahmen der Messgenauigkeit? und der in der Be-
trachtung enthaltenen Fehler, linear von der Grofle des Membranpotentials ab. Dieser
qualitative Zusammenhang wurde bereits zuvor durch Auswertung des schnellen SH-
Siganlanstiegs beobachtet [26]. Auf der Grundlage dieser Argumentation werden die
schnellen Anstiege in Abbildung 8.5 durch Elektrostriktion der Membran erklért, die
durch die eingelagerten Farbstoffmolekiile bewirkt wird.

Die Auslenkung der Vesikeloberfliche in Abbildung 8.5 relaxiert in geddmpften Os-
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Abbildung 8.10: 2,5 s lange Ausschnittvergréfierung von Abbildung 8.9 [3]. Dargestellt
sind wieder das SH-Signal, das gefilterte SH-Signal und die Einhiillende der angelegten
Spannung.

zillationen mit einer Amplitude, die proportional zur angelegten Spannung verlduft.
Die geddmpfte Oszillation hat eine Frequenz von 8 Hz (die erste Periode beginnt mit
Anfangspeak in Abbildung 8.5). Auf einer Zeitskala von Sekunden erkennt man einen

2Vergleiche Abbildung 8.4.
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weiteren SH-Signalanstieg. Der Elektrostriktion kann dies nicht zugeschrieben werden,
da diese schneller als 1s erfolgt, wihrend der Maximalwert erst in Zeiten gréfler 1s
erreicht wird. Daher wird eine zusétzliche, potentialgetriebene Einlagerung der Poten-
tialsonden in die duflere Vesikelmembran vermutet, die unabhingig von dem poten-
tialinduzierten Radiuszuwachs ist. Weiterhin laufen thermisch induzierte Translations-
und Rotationsbewegungen typischerweise auf dieser Zeitskala ab, so dass die Laserbe-
strahlung ebenfalls eine mogliche Ursache dafiir sein konnte. Die SH-Signalintensitit
in den letzten 100 ms der Detektion héingt fiir jeden Wert des Membranpotentials qua-
dratisch von der Amplitude der extern angelegten Spannung ab [26].

Um Elektrostriktion der Membran und potentialgetriebene Einlagerungen von Farb-
stoffmolekiilen auf einer Sekunden bis Millisekunden Zeitskala zu vermeiden, wurde
eine sinusformige Spannung mit 3,23 kH z als Triagerfrequenz an die Vesikel angelegt.
Diese Tréigerfrequenz wurde mit einer 4 Hz Sinusspannung und +80mVss moduliert
(sieche Abbildung 8.8). Die Vesikel ist zu trige, um dieser hochfrequenten Wechselspan-
nung der Trigerwelle durch elektrostriktive Einfliisse zu folgen. Das wurde mit Video-
sequenzen erwiesen. Die niederfrequente Modulationsspannung fiihrt im Frequenzraum
zu zwei schmalen Seitenbéndern der Trigerfrequenz bei 3,23 kHz + 4 Hz. Diese Sei-
tenbidnder der angelegten Spannung an die Vesikel werden mittels Lock-In-Verstérkern,
die auf die Triagerfrequenz eingelockt waren, mit einer Zeitkonstanten von 4 ms gemes-
sen. Eine typische SH-Antwort auf ein hochfrequentes, sinusféormiges elektrisches Feld
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-ch 1 0000 064 0‘08 0“2 0‘16 0‘20 U‘QA 0‘28
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tionsspannung.

iiber die Membran der Vesikel, das durch ein niederfrequentes Feld moduliert wird, ist
in Abbildung 8.9 dargestellt. Die obere Kurve zeigt die SH-Signalintensitdtsinderung
der di-4-APEPPS-Farbstoffmolekiile, die in eine Vesikel aus oxidierten Cholesterin
eingelagert wurden, in Abhéangigkeit vom angelegten Membranpotential. Die mittle-
ren Kurven zeigen die Einhiillende der angelegten Spannung von 4 Hz und £80mVss
mit einer iiberlagerten Spannungsrampe von 0 mV bis £100mV. Die hochfrequente
Tréagerfrequenz von 3,23 kHz und +120mV wurde von der Software der AD/DA-
Umsetzerkarte und dem PC nicht mehr erfasst und ist daher nicht sichtbar. Die untere
Kurve zeigt das Bandpass-gefilterte SH-Messsignal. Offensichtlich folgt das SH-Signal
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der Modulationsfrequenz von 4 Hz. Hier wurde das gefilterte Signal aus Griinden der
Ubersichtlichkeit nach unten verschoben. Eine AusschnittvergroBerung iiber 2,5 s von
Abbildung 8.9 ist in Abbildung 8.10 zu sehen. Eine Fast-Fourier-Tansformation (FFT)
zur Frequenzanalyse des ungefilterten SH-Signals liefert einen deutlichen Frequenzan-
teil des SH-Signals fiir eine relative Frequenz von 0,125 (sieche Abbildung 8.11). Ver-
gleicht man diese Frequenz mit der FFT der niederfrequenten Modulationsspannung,
so stimmen diese perfekt {iberein (siche Inlet in Abbildung 8.11). Die instantane Ant-
wort des SH-Signals auf Membranpotentialinderungen ist von elektrochromer Natur.
Die Zeitskala der SH-Antwort ist schneller als die Zeitauflésung des Experimentes,
die bei 5 ms aufgrund der Software der AD/DA-Umsetzerkarte mittels PC, liegt. Auf
dieser Zeitskala hingt das SH-Signal linear vom Membranpotential ab.

8.2 Messungen an Neuronen

8.2.1 Mikroelektroden-Messungen

10 |

s ———
E 230 F S min
£
W 40 U
50w . -
89 mM K*

Abbildung 8.12: Membranpotentialverlauf eines Retzius-Neurons bei repetitiver ein-
miniitiger Depolarisation mit 8 mM K*-Ldsung [2].

Da der medizinische Blutegel ein wohl untersuchtes System darstellt, kann man auf eine
Vielzahl von Messungen zu Referenzzwecken zuriickgreifen. Messungen des Membran-
potentials von Neuronen dieser Tiere wurden iiberwiegend mittels Mikroelektroden
durchgefiihrt. Das Membranruhepotential ist eine geeignete Grofle, um Aussagen iiber
eine Schidigung der Zelle und deren Vitalitit zu treffen. Der Einstich einer Mikro-
elektrode fiihrt jedoch schon zu messbaren Membranpotentialinderungen. Die Unter-
suchten Neuronen der Segmentalganglien wurden in den Laboratorien von Herrn Prof.
Dr. W.-R. Schlue des Institutes fiir Neurobiologie an der Heinrich-Heine-Universitit
Diisseldorf von Frau Dipl.-Biol. Petra Schulte aus Blutegeln herauspripariert und in
einer Nihrlosung, einer sogenannten Ringerlésung®, gehalten. In dieser Losung sind die

3Ringerlosung wird mit pH = 7,4 zur Simulation von physiologischen Umgebungsbedingungen
eingesetzt. Sie enthélt 85 mM NaCl, 4mM KCI,2mM CaCly, 1mM MgCls und 10mM HEPES
als Pufferlosung. Der pH-Wert wird mit 5mM NaOH eingestellt.
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Neuronen des Segmentalganglions etwa 10 Stunden ohne messbare Membranpotenti-
alinderung iiberlebensfihig [2]. Zur Anderung des Ruhemembranpotentials der Neu-
ronen, wurde eine einminiitige Applikation von 89 mM K*-Losung® durchgefiihrt, die
eine Depolarisation eines Retzius-Neurons von —38 mV zu —10mV (also um 28 mV’)
bewirkt (Abbildung 8.12). Nach Beendigung der Applikation findet eine Repolarisa-
tion, gefolgt von einer kurzen Hyperpolarisation, statt. Nach einer Minute stellt sich
das Ruhepotential wieder ein. Die Polarisationszeiten und der Wert des Ruhepotenti-
als werden von der einzelnen Zelle und deren Vitalitiit bestimmt®.

In Abbildung 8.13 ist die Depolarisation verschiedener Neuronen des Segmental-
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Abbildung 8.13:

Depolarisation verschiede-
ner Neuronen
im Segmentalganglion mit-
tels einer 89 mM K'-Ap-
plikation. Die Depolarisati-
on ist hdufig mit einer tran-
sienten Erhéhung der Ak-

n tionspotentialfrequenz ver-
89 mM K* bunden [2].

ganglions auf einer kiirzeren Zeitskala dargestellt. Es zeigt die Depolarisation eines
Retzius-Neurons zu —20mV', die von einem Ruhepotential mit —55mV gestartet ist.
Bei Zugabe von 89 mM K*-Losung tritt die Depolarisation des Retzius-Neurons erst
6 s nach Beginn der Applikation auf. Diese Depolarisation ist begleitet von zahlreichen
Aktionspotentialen. Der schnelle Anstieg der Depolarisation erfolgt innerhalb von 3 s,
wahrend die gesamte Depolarisationsphase langer als 14 s dauert. Andere Neuronen
des Segmentalganglions zeigen unterschiedlich starke Reaktionen mit unterschiedlichen
Anstiegszeiten des Membranpotentials. Die K+-Losungen sind isotonische Lésungen,
und damit nicht osmotisch wirksam. Dennoch beeinflussen sie das Zellvolumen auf-

4Zur Herstellung der 89 mM K*-Losung wurde das NaCl in der Ringerlosung durch K CI ersetzt
und der pH-Wert von 7,4 mit 5mM KOH eingestellt, so dass effektiv eine 94 mM K*-Losung
vorliegt.

"Daten zum Ruhepotential verschiedener Neuronen des Segmentalganglions findet man in [2].
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grund induzierter Effekte, die einen Ein- oder Ausstrom von Wasser iiber die Zellmem-
bran erzwingen®. So nimmt eine erhéhte extrazellulidre K *-Konzentration Einfluss auf
die Tonentransportsysteme der Zellmembran. Die Zellen besitzen einen Regulations-
mechanismus, um auf Anderungen ihres Zellvolumens, die durch ein Wasserein- oder -
ausstrom induziert werden, zu reagieren. Als Sensoren der Volumenénderung einer Zel-
le dienen beispielsweise mechanosensitive Ionenkanile, die mit dem Zytoskelett der Zel-
le verbunden sind. Erfolgt eine Volumenénderung zu schnell fiir die F-Actinfilamente
des Zytoskelettes, so polymerisieren diese asynchron mit dem Volumenzuwachs, und es
kann nach dem Schrumpfen zu einer vergroflerten Zelle im Ruhezustand kommen. Eine
30mM K*-Zugabe hat eine Zunahme des Zellvolumens um 40% innerhalb von 5 min
ergeben. Fiir eine kugelférmige Zelle ergibt sich damit ein Radiuszuwachs von ca. 12%.
Bemerkenswert ist, dass die Zelle erst eine Minute nach K ™-Zugabe anfiingt zu schwel-
len (siche Abbildung 8.14). Das Membranpotential des Retzius-Neurons depolarisierte
um ca. 15mV. Als regulatorischer Mechanismus wurde hier ein zusétzlicher Na*- und
Cl~-Strom iiber die Zellmembran angenommen, der einer Volumenverdnderung ent-
gegenwirken kann. Der Ionenstrom erfolgt durch dehnungsaktivierte Tonenkanile, die
durch die Volumenénderung aktiviert werden [13]. Andere Arbeiten diskutieren einen
Ca**-Strom iiber die Zellmembran als regulatorischen Mechanismus [2].

Eine Zellvolumeninderung der Retzius-Neuronen die durch die Zugabe einer hypo-

1,5
1,4
— 1,3 .
S Abbildung 8.14:
) 1:1 Wirkung einer 30 mM ex-
10 5 min trazelluliren K*-Konzen-
8,2 30 mM K+ tration auf das Zellvolumen

eines Retzius-Neurons [13].

tonischen extrazelluldren Losung” induziert wird, erreicht innerhalb von 6 min einen
Wert von 70%. Die Schwellung blieb wihrend der Applikationszeit konstant, so dass
die Zelle eine Volumenregulation ausgeschlossen werden kann [140]. Derartige Vo-
lumendnderungen der Neuronen kénnten dhnlich wie die Cholsterinvesikel die SH-
Messergebnisse beeinflussen.

Eine mit freundlicher Unterstiitzung von Frau Dipl.-Biol. Petra Schulte durchgefiihrte
Mikroelektroden-Messung an einem Retzius-Neuron, das 1,25 h in einer di-4-APEPPS-
Farbstoff-Ringerlosung® gebadet wurde und nach einer Ruhephase in reiner Ringerlosung
mit SH-Spektroskopie vermessen und mehrfach mit 8 mM K*-Losung depolarisiert
wurde, ist in Abbildung 8.15 dargestellt. Nach dem Einstechen der Mikroelektrode
misst man ein Ruhepotential von —40mV . Die Applikation von 89 mM K*-Losung
erzeugt eine Depolarisation auf —15mV (also um 25 mV’) mit einer Zeitkonstanten von
12 s. Die Dauer der Depolarisation betriigt damit ca. 60 s (Inlet in Abbildung 8.15),

bsiche Kapitel 2.2 fiir die Permeabilititen iiber die Membran

742,5mM NaCl-Konzentration in der Ringerlgsung

8crarbstopf = 1074 mol [l aus einer crarpstors = 1073 mol /1 Wasser-Ethanol-Stammldsung (jeweils
zu 50%) mit Ringerlosung herunterverdiinnt
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Abbildung 8.15: Mikroelektroden-Messung des Membranpotentials eines Retzius-
Neurons. Das Neuron wurde zuvor einer SH-Messreihe unterzogen. Die SH-
Messergebnisse sind in Abbildung 8.20 dargestellt. Das Inlet zeigt vergrofert die erste
Depolarisationsphase.

wiahrend die anschliefende Repolarisationsphase in Ringerlosung ca. 27 min andauert.
Eine erneute Depolarisation mit 89 mM K -Lésung bewirkt jetzt nur noch einen An-
stieg um 16 mV? und eine weitere Depolarisation um nur 11 mV. Ebenso verlingern
sich die Anstiegszeiten von 60 s zu 70 s und in der letzten Depolarisationsphase sogar
zu 84 s. Damit nehmen die Zeitkonstanten der Depolarisation offensichtlich zu. Das be-
deutet eine zunehmende Schidigung des Neurons aufgrund der mehrfachen Depolarisa-
tion mit der 8 mM K*-Losung. Ebenfalls auffillig sind die Membranpotentialabfille
kurz nach dem K*-Applikationsende, also am Anfang der Repolarisationsphase, die
durch die Ringerlésung eingeleitet wird. Diese kurzen (bis zu 1 Minute dauernden)
Abfille um 2 —6 mV sind nicht eindeutig zu erkldren. Der Abfall in der ersten Repola-
risationsphase wird mit einer Luftblase in der Stromung erklért, die einen Massefehler
verursacht haben kénnte. Die Zellen bleiben nachweislich vital. Die SHG-Messreihe,
die diesen Mikroelektroden-Messungen vorausgegangen ist, hatte aufgrund mehrfa-
cher Depolarisation der Neuronen mit K *-Losung die Vitalitit der Zellen nachweis-
bar beeintréichtigt. Ein schidigender Einfluss der intensiven Laserstrahlung ist nicht
nachweisbar. Das zeigt den Vorteil der SHG-Methode als minimal invasive Technik
im Vergleich zur Mikroelektroden-Technik. Um die Reaktion der Neuronen auf die

9das System unterliegt einer Drift, die verrechnet werden muf
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ethanolische Farbstofflosung zu testen, wurde eine weitere Mikroelektroden-Messung
durchgefiihrt (siehe Abbildung 8.16). Etwa 11 min nach dem Anstechen des Retzius-
Neurons wurde der di-4-APEPPS-Farbstoff in einer Konzentration von 5 - 1075 M
zugegeben, was die starken Spannungsschwankungen in Abbildung 8.16 zeigen. Nach
etwa 50 min ist sein Membranruhepotential um mehr als 20 mV depolarisiert. Das
Neuron stirbt. Auch die anfinglichen Aktionspotentiale (Spikes) treten etwa 3 min
nach Farbstoffzugabe nicht mehr auf. Das kann mit der zu hohen Alkoholkonzentrati-
on von 5% erkldrt werden. Bemerkenswert ist, dass jedes Neuron eine andere Resistenz
gegen Alkohol hat.

Zusammenfassend zeigen diese Messergebnisse, dass di-4-APEPPS sich hervorragend

J

Abbildung 8.16: Mikroelektroden-Messung des Membranpotentials eines Retzius-
Neurons wiahrend einer 53 min andauernden Farbstoffapplikation.

als Potentialsonden fiir die Retzius-Neuronenmembran eignet. Weiterhin ergeben sich
durch die K- und Ringerlésung-Zugaben Depolarisations- und Repolarisationszeiten,
die durch die SHG-Messungen reproduziert werden konnten.

8.2.2 SHG-Messungen

Die Segmentalganglien sind in der Kiivette auf einem Sylgaard-Boden (Fa. Dow Cor-
ning) mit Minutien-Nadeln an den Konnektiven festgesteckt. Die Ganglionkapsel wur-
de derart aufgeschnitten, dass die Zellkorper der beiden groflen Retzius-Neuronen die
Kapsel verlassen und damit frei zugéinglich sind (sieche Abbildung 8.17). Die SHG-

Abbildung 8.17:

Schematischer Querschnitt eines ange-
schnittenen

Segmentalganglions mit herausgequol-
lenen Retzius-Neuronen [140).

Messungen werden mit dem experimentellen Aufbau aus Abbildung 5.5 durchgefiihrt.
Die Kiivette wurde durch eine X,Y,Z-Positioniereinheit mit Dunkelfeldbeleuchtung
und selbstgefertigter Durchflusskiivette ersetzt. Die Position des Laserfokus auf den
Retzius-Neuronen wurde mikroskopisch bei Dunkelfeldbeleuchtung einjustiert. In Ab-
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Abbildung 8.18: SHG von frischen Retzius-Neuronen nach einer einstiindigen
Einfiirbung mit di-4-APEPPS. Die Depolarisation mit 8 mM K*-Lisung erfolgt in
129 s. Die gerade Linie zeigt das SH-Referenzsignal des BBO-Kristalls.

bildung 8.18 ist der Intensitétsverlauf des detektierten SH-Signals an frischen Retzius-
Neuronen nach einer einstiindigen Farbstoffapplikation!® und einer 129 s anhaltender
Depolarisation mittels einer 8 mM K *-Losung dargestellt. Nach der K -Applikation
erfolgt ein 15 s langer Signalanstieg um 7%, der anschliefend mit einer exponentiell
angepassten Zeitkonstanten von 28 s um 35% abnimmt. Nach Applikation der Rin-
gerlosung erfolgt eine erneute SH-Signalintensititsabnahme, diesmal um 3%, bis dass
die SH-Signalintensitit innerhalb von 41 s wieder auf etwa 88% des Ursprungswer-
tes vor der K™ Applikation zunimmt. Die Repolarisationsphase der Neuronen ist mit
einer Zunahme der SH-Signalintensitdt verbunden. Allerdings wird nicht exakt der
Ausgangswert erreicht, was auch an einer Drift der SH-Signalintensitéit iiber mehre-
re Minuten liegt. Diese kénnte durch einen diskontinuierlichen Fliissigkeitsstrom, in
dem sich die Retzius-Neuronen sehr stark bewegen, hervorgerufen werden. Die gera-
de, durchlaufende Messkurve liefert das SH-Referenzsignal des BBO-Kristalls (siehe
Abbildung 8.18). Letzteres ermoglicht die SH-Signalintensitéit der Proben mit der SH-
Signalintensitit des BBO-Kristalls zu vergleichen, um somit quantitative Aussagen
iiber die Abh#ngigkeit der Hyperpolarisierbarkeitsinderung vom Membranpotential
zu treffen. Desweiteren zeigt die Referenzmessung, dass die Messkurven nicht durch

Yegiia—aprppps = 5-107°mol/l in Ringerlosung
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Schwankungen der Laserintensitéit beeinflufit wurden.
Die in Abbildung 8.19 dargestellten Messkurven wurden von demselben Retzius-
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Abbildung 8.19: SHG von 85 min alten Retzius-Neuronen aus Abbildung 8.18, die in
vorherigen Messungen bereits 5 mal depolarisiert wurden. Die erneute Depolarisation

mit 8 mM K*-Lésung erfolgt iiber 132 s. Die gerade Linie zeigt das SH-Referenzsignal
des BBO-Kcristalls.

Neuron erhalten, dessen Messergebnisse in Abbildung 8.18 dargestellt sind. Dafiir
wurde der Laserstrahl 85 Minuten spéiter in einer neuen Position auf die Neuronen
fokussiert. Diese Messkurve zeigt ein dhnliches, jedoch nicht so ausgepriigtes Uber-
schwingverhalten der SH-Signalintensitit nach der K *-Zugabe. Nach K*-Applikation
erfolgt eine 4, 5%-ige SH-Signalintensitdtszunahme innerhalb von 8 s. Die Depolarisa-
tionsphase wird von einer SH-Signalintensititsabnahme um 60% innerhalb von 124 s
bis zum Losungswechsel zur Ringerlésung begleitet. Der SH-Signalintensitéitsanstieg
wihrend der Repolarisation erfolgt innerhalb von 124 s auf nahezu 84% des Ausgangs-
wertes. Die im Vergleich zu Abbildung 8.18 deutlich l&ngeren Depolarisations- und
Repolarisationszeiten resultieren vermutlich aus den vorangegangenen Schidigungen
durch fiinfmal wiederholte Depolarisation mit K *-Losung. Dieses Verhalten ist auch
in den Mikroelektroden-Messergebnissen wiederzufinden (siehe Abbildung 8.15). Die
Zeitkonstanten der Depolarisation mit 89 mM K*-Losung liegen zwischen 28 s und
32 s.
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Die SH-Signale sind stark verrauscht, da hier viele Messungen mit grofler zeitlicher
Auflosung aneinander gereit wurden, und die Abspeicherphasen der Messwerte durch
Geraden verbunden wurden. In den folgenden Messungen wurde die mittlere Zeit pro
Messpunkt von 18 ms auf 217 ms heraufgesetzt, da Aktionspotentiale im Bereich von
1—2ms stattfinden und hier nicht aufgelést werden sollen. Abbildung 8.20 zeigt die De-
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Abbildung 8.20: SHG von Retzius-Neuronen die zuvor 41muin mittels SH-
Spektroskopie Untersucht wurden. Dabei erfolgte 2mal eine Depolarisation mit
89 mM KT-Losung. Die jetzige Depolarisation mit 8 mM K*-Losung dauerte 65 s.
Die Einfirbung der Neuronen erfolgte vor den Untersuchungen und dauerte 1,25h
(cgi—a—apppps = 107%). Die gerade Linie zeigt das SH-Referenzsignal des BBO-
Kristalls.

polarisationsantwort von nur 27% nach einer 65 s dauernden 89 mM K*-Applikation.
Wihrend der Repolarisationsphase wird hier jedoch erst nach 316 s das Ruhepotential
mit 91% des Ausgangswertes erreicht. Dieses Verhalten ist aus den Mikroelektroden-
Untersuchungen bekannt und deutet ebenso auf ein sterbendes Neuron hin (siehe Ab-
bildung 8.15). Das Segmentalganglion wurde vorher 1,25 h mit di-4-APEPPS mit ei-
ner Konzentration von 10~* M eingefiirbt und anschlieend zweimal mit einer 89 mM
K*-Losung depolarisiert. Offensichtlich hingt die Depolarisationszeit von der Vorbe-
handlung des Neurons durch die K*-Lésung ab. Die Depolarisationsamplitude hin-
gegen wird vom tatsdchlichen Wert der Depolarisation des Membranruhepotentials
bestimmt und ist in dieser Messung aufgrund der hohen Farbstoffkonzentration und
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der langen Farbstoffinkubationszeit stark vermindert. Die Analyse der Depolarisati-
onsflanke ergibt eine Zeitkonstante von 16 s (siehe Abbildung 8.21). Der Abfall ist
nicht mehr eindeutig exponentiell, da die Neuronen an Vitélitdt verlieren. Depola-
risiert man frische Neuronen zunichst mit einer 30 mM K*-Loésung und nach einer
ausreichenden Repolarisationsphase von etwa 12min erneut mit einer 89 mM K-
Losung, so erhidlt man den in Abbildung 8.22 dargestellten SH-Signalintensitéitsver-
lauf. Man erkennt eine SH-Signalabnahme wihrend einer 174 s langen Depolarisati-
on, die durch die Zugabe mit einer 30 mM K*-Losung induziert wurde, um 48%.
Hingegen bewirkt die 266 s lange ausgeprigte Depolarisation durch eine 89 mM K-
Losung eine SH-Signalintensititsabnahme um 69%. Das Ergebnis aus der Analyse der
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Depolarisationsphase ist in der Abbildung 8.23 und der Abbildung 8.24 dargestellt.
Die Depolarisation mit einer 30 mM K*-Losung wird von einem mindestens biexpo-
nentiellen Abfall der SH-Signalintensitét beschrieben. Das biexponentielle Abklingen
kann mit einer kurzen Zeitkonstanten von 11s und einer langen Zeitkonstanten von
21 s beschrieben werden. Die Depolarisation mit einer 89 mM K T-Losung liefert an-
fangs eine schnelle Zeitkonstante von 12 s und eine schlecht anzupassende langsamere
Zeitkonstante (Abbildung 8.24). Aufierdem enthalten alle Messkurven (mehr oder we-
niger ausgeprigt) eine Hyperpolarisation nach der K -Losungszugabe und ein kurz
auftretender SH-Signalanstieg zu Beginn der Repolarisationsphase, die durch die Rin-
gerlosung eingeleitet wird. Die hier ermittelten langen Zeitkonstanten liegen zwischen
19 s und 32 s und die kurzen zwischen 11 s und 12 s.

Bedauerlicherweise war die Identifikation der Neuronen, die bestrahlt wurden, nicht
eindeutig, da in manchen Priparaten auch T- oder N-Neuronen die Ganglionkapsel
nach dem Anschneiden verlassen haben. Verschiedene Neuronen kénnen unterschied-
liches Verhalten nach der K*-Zugabe zeigen (siehe Abbildung 8.13). Befinden sich
mehrere verschiedene Neuronen im Laserfokus, so tragen unterschiedliche Depolarisa-
tionsverhalten und Dynamiken zur zeitlichen Entwicklung des SH-Signals bei. Auch
kénnen zwei Neuronen vom gleichen Typ unterschiedliches Verhalten je nach individu-
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Abbildung 8.22: SHG von frischen Neuronen. Die Einfidrbung der Neuronen erfolgte vor
den Untersuchungen und dauerte 1 h. Eine erste Depolarisation mit 30 mM K*-Lésung
dauerte 174 s. Eine zweite Depolarisation mit 8 mM K™ -Lisung dauerte 266 s. Die
gerade Linie zeigt das SH-Referenzsignal des BBO-Kristalls.

eller Vitalitit zeigen. Das wird sich in der SH-Signalintensititsabnahme, den Reakti-
onsgeschwindigkeiten und vermutlich auch in den nicht einfach-exponentiellen Depola-
risationsdynamiken offenbaren. Analoge Messergebnisse wie die SH-Signalintensitéits-
zunahmen durch K*-Losungszugabe sind in Mikroelektroden-Messergebnissen nicht
zu finden. Wir erklidren diese Signalzunahmen mit Umorientierungen und Solvata-
tionsdnderungen der Farbstoffmolekiile in fluiden Neuronenmembranen wihrend der
Depolarisationsphase. Ein weiteres typisches Ergebnis aus den SHG-Untersuchungen
ist die zeitlich verzogerte Reaktion der Neuronen auf die verdnderten extrazelluldren
Verhéltnisse. Um diesen Effekt aufzukliren, wurden Leitfahigkeitsmessungen an der
Probenkammer des experimentellen Aufbaus durchgefiihrt. Dafiir wurde die Kiivette
mit Ringerlosung gefiillt und {iber einen Zufluss eine 89 mM K*-Losung eingeleitet.
Nach 4 s entspricht die K *-Kiivettenkonzentration der 8 mM K*-Losung, da die K-
Losung erst durch die Zuleitung transportiert und eine Mischung der K*-Tonen mit
dem Kiivettenvolumen erfolgen muss (siehe Abbildung 8.25). Die Zuleitung hat ein Vo-
lumen von 2,5 ml und die Kiivette eines von 250 pl. Genau diese Volumenverhiltnisse
beeinflussen das zeitliche Verhalten der SH-Antworten (je grofier das Kiivettenvolu-
men, um so augepragter ist die zeitliche Verzégerung) auf die Depolarisationen und
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Repolarisationen der Neuronen. )
Fiir die Untersuchung der SH-Signalintensitédtsinderung aufgrund einer Anderung der
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beleuchteten Fléche der Neuronen, wurde die Osmolaritit der extrazelluldren Losung
verdndert. Eine hypertonische Losung fiihrt zu einem Wasserverlust der Zelle, was eine
Schrumpfung zur Folge hat, wihrend eine hypotonische Losung eine Wasseraufnahme
und somit ein Schwellen zur Folge hat (Mikroelektroden-Messungen hierzu werden in
Kapitel 8.2.1 beschrieben). Wie in Kapitel 8.1.2 am Modellsystem der Cholesterinve-
sikel beschrieben, fiihrt eine Vergroflerung des Vesikel- oder Zellradius zu einer Ver-
grofferung der beleuchteten Fliche und somit zu einer erh6hten SH-Signalintensitiit.
Um den Einfluss dieses Effektes auf die SH-Signalintensitit an Neuronen zu unter-
suchen, wurde die extrazelluldre Losung der Segmentalganglien durch entsprechen-
de Anderung der NaCl-Konzentration hypotonisch eingestellt. Eine Ringerldsung mit
26 mM statt 85 mM NaC'l soll am Retzius-Neuron eine Schwellung um 75 Vol% erzeu-
gen, was einem Radiuszuwachs von 21% entspricht [4]. Die Zeitskala auf der derartige
Schwellvorgéinge ablaufen legten Neumann [13] und Buchholz [140] fiir K*-Zugabe
und osmotisch induzierte Volumenénderungen zwischen 4 min und 6 min fest. Zusétz-
lich schwellen die Neuronen um eine Minute zeitlich verzégert nach einer K*-Zugabe
(vergleiche Abbildung 8.14). SHG-Messungen ergaben keinen signifikanten Einfluss des
Schwellverhaltens der Neuronen auf die SH-Signalintensitét, da die Schwellzeiten deut-
lich iiber den hier gemessenen Dynamiken der SH-Signalintensitéitséinderungen liegen.
Wichtig sind auch die Groflenverhéltnisse von Laserfokus und Neuronen-Durchmesser.
Die Strahltaille des Laserfokus hat einen Radius von 153um, wihrend der Durchmes-
ser der Retzius-Neuronen ca. 80 pum betrigt. Damit ist der Volumenzuwachs der Zellen
fiir die SHG vernachléssigbar.

Unsere Messergebnisse aus den SHG-Untersuchungen wurden von der Arbeitsgruppe
von Loew bestétigt [38] (siehe Kapitel 4.5), die ebenfalls die Abnahme der SH-Signal-
intensitét fiir die Zelldepolarisation beobachtet haben. Die hier mit SHG-Experimenten
erhaltenen Ergebnisse sind konsistent mit den Ergebnissen aus den Mikroelektrodenmessungen.
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So stimmen Depolarisations- und Repolarisationszeitkonstanten sehr gut mit denen
aus den Mikroelektroden-Messungen iiberein. Aus den Mikroelektroden-Messungen er-
gaben sich durch Depolarisation mittels einer 8 mM K -Losung Potentialzunahmen
zwischen 35mV und 11 mV, die abhingig vom Grad der vorausgegangenen Schidi-
gung durch wiederholte Depolarisationsexperimente sind. Dieser Unterschied in den
Depolarisationswerten entspricht einer Intensititsabnahme von 69 — 27% des SH-
Signals. Auf eine 30 mM K*-Losung, die eine Depolarisation von 15mV bewirkt [13],
reagierte der potentialsensitive Farbstoff mit einer SH-Signalintensititsabnahme von
48%. Diese Potentialantwort ist, verglichen mit der der Styrylfarbstoffe, mit 10% fiir
10 mV-Anderung, sehr hoch. Bedenkt man jedoch, dass Mikroelektroden-Messungen
und nichtlinear optische Potentialmessungen zwei physikalisch vollstdndig unterschied-
liche Methoden sind, so verwundert es nicht weiter, dass auch abweichende Bereiche
des Messsignals auftreten. Eine solche Abweichung kénnte der immer wiederkehrende
Anstieg der SH-Signalintensitit zu Anfang der Depolarisation nach der 89 mM K-
Losungszugabe sein. Dieser Anstieg wurde mit bis zu 8% detektiert. In Kapitel 2.3
wurde der gesamte Membranpotentialverlauf aufgrund intrinsischer elektrischer Feld-
beitrdge diskutiert. Mikroelektroden messen nur Transmembranpotentiale, wihrend
Potentialsondensignale aufgrund der Einlagerung in die Membran eine Ortsauflésung
des Potentialverlaufes beinhalten. Aufgrund der Einlagerungstiefe der Potentialsonden
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erhilt man eine ausgeprigte Sensitivitdt gegeniiber Oberflichen- und Dipolpotential-
beitrigen (sieche Abbildung 8.2). Diese sind fiir die Steuerung und Regulation der
Membranfunktionen essentiell. Der hier gemessene Effekt erfolgt innerhalb von 10 s.
Daher konnte es sich um Umorientierungsrelaxationen oder zusétzliche Einlagerungen
von Farbstoffmolekiilen im Bereich der &ufleren Membranschicht handeln, die durch die
erhohte K+ Konzentration induziert wurden. Einfliisse auf das Dipolpotential durch
zusitzliche Einlagerung von amphiphilen Molekiilen in eine Membran wurden schon
beobachtet [144].

Bemerkenswert ist die geringe Abhéngigkeit der SH-Signalintensitét von Farbstoffmo-
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lekiileinfliissen. Ein Farbstofftransportmechanismus aus der Membran heraus, wie er
in Kapitel 4.5 in Fluoreszenzmessungen beobachtet wurde, scheint hier keine Rolle zu
spielen. In Abbildung 8.22 kehrt das SH-Signal nach 34 min intensiver Laserbestrah-
lung noch auf immerhin 94% seiner Ausgangsintensitit zuriick. Das bedeutet zum
einen, dass die Farbstoffmolekiile wihrend der Laserbestrahlung nur vernachlissighar
ausbleichen. Zum anderen bleibt die Farbstoffkonzentration innerhalb der Membran
trotz Endozytose nahezu konstant. In Fluoreszenzmessungen erfolgt ein Ausbleichen
der Farbstoffmolekiile schon signifikant nach wenigen Sekunden (siehe Kapitel 4.5).

Zusammenfassend kann man festhalten, dass die Blutegel-Neuronen im Segmentalgan-
glion auch nach einer intensiven Einfarbung von teilweise mehr als 1 A und wiederholten
Depolarisationen mit einer 89 mM K*-Lésung wihrend der SH-Spektroskopie immer
noch ein Ruhepotential besitzen und in der Lage sind, erneut zu depolarisieren, was
eindeutig auf Vitalitdt hinweist. Die Toxizitdt der hier untersuchten Potentialsonden
kann daher bei kleinen Konzentrationen als vernachléssighar angesehen werden. Somit
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konnte gezeigt werden, dass die SH-Spektroskopie eine minimalinvasive und hochgera-
dig sensitive Messmethode fiir Membranpotentialinderungen darstellt, die hervorra-
gend mit konventionellen Messmethoden iibereinstimmende Ergebnisse liefert. Zudem
bietet sie den Vorteil der nahezu unbegrenzten Zugénglichkeit, da nach dem Einférben
der Zellmembran lediglich der Laserfokus auf die gewiinschte Zellposition justiert wer-
den muss. Das bedeutet im Gegensatz zur Mikroelektrode ein minimaler Raumbedarf.
Dies zeigt die hervorragende Eignung dieser Technik fiir die Anwendung fiir Zellsus-
pensionen.

Aufgrund der Verwendung von langwelligem Licht kann man auch tief im Zellinneren
gelegene Objekte minimalinvasiv untersuchen, wenn eine selektive Einfirbung bei-
spielsweise iiber Transportvesikel gelingt.



94  KAPITEL 8. POTENTIALABHANGIGE MESSUNGEN AN MEMBRANEN

8.2.3 SHG-Effizienz

Da in allen SHG-Messreihen das SH-Signal des BBO-Referenzkristalls detektiert wur-
de, steht im nachhinein eine Umrechnung der vormals relativen SH-Signalintensitéiten
in Eingangsleistungen beziiglich des BBO-Kristalls zur Verfiigung. 5% der Laserlei-
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Abbildung 8.26:
SH-Signalintensitétsverlauf aus
S A P Abbildung 818, der  auf
Zeit/s die Eingangsleistung am BBO-
Kristall umgerechnet wird.
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stung wurden auf den BBO-Kristall fokussiert. Das bedeutet, dass ca. 95% der Laser-
leistung im Messzweig des Experimentes zur Verfiigung stehen. Aus den aufgenomme-
nen Kalibrierungskurven (siehe Kapitel 6) konnen die beliebigen SH-Signalintensitéiten
durch einfache Umrechnung auf die BBO-Eingangsleistung bezogen werden. Fiir die
Messreihe in Abbildung 8.18 ist dies in Abbildung 8.26 durchgefiihrt worden. Detektiert
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man nach Umrechnung eine Eingangsleistung am BBO-Kristall von 5,4 mW  so hat der
Messzweig entsprechend 102 mW. Vergleicht man die gemessene SH-Signalintensitit
am Neuron (z.B. 800 Einheiten) mit der entsprechenden SH-Signalintensitéit am BBO-
Kristall aus den Referenzmessungen iiber die angepasste Kurve, so erhélt man die Ein-
gangsleistung an einem BBO-Kristall, der eine identische SH-Signalintensitét erzeugt
hétte (hier 0,11 mW). Ein Vergleich dieser Leistung mit der tatséchlich anliegenden (in
diesem Fall 102 mW) liefert eine Konversionseffizienz fiir die in die Neuronenmembran
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eingelagerten Potentialsonden (1%), bezogen auf die Konversionseffizienz des BBO-
Kristalls. Aufgrund der doppelt so hohen Farbstoffkonzentration beim Einfirben der
Neuronen und deutlich lingeren Inkubationszeiten erhilt man fiir die Umrechnung
der SH-Signalintensititen aus Abbildung 8.20 fiir die SH-Signale aus den Neuronen
deutlich hohere Werte als fiir die in Abbildung 8.26 dargestellten Ergebnisse (siehe Ab-
bildung 8.27). Eine Abschitzung der Konversionseffizienz in diesem Fall liefert schon
2,6%0 bezogen auf die Konversionseffizienz des BBO-Kristalls. Beriicksichtigt man
jedoch die Grofle der Neuronen im Vergleich zum Laserfokus und die Anzahl der auf-
grund des Kippwinkels zur Laserpolarisation effektiv beitragenden Farbstoffmolekiile,
so liegt die Konversionseffizienz etwas hoher. Hier nicht beriicksichtigte Verluste durch
Spiegel und Linsen im Messzweig mindern die Ausbeute wieder. Prinzipiell ist es ohne
weiteres moglich, quantitative Messergebnisse von Neuronenmembranen zu erhalten.

Die bis hierher dargestellten Messergebnisse zeigen, dass man mit ausreichend ho-
her zeitlicher Auflésung Potentialinderungen detektieren kann. Von besonderem In-

teresse sind auch ortlich aufgeloste Membranpotentialinderungen, wie sie mittels SH-
Mikroskopie detektierbar sind.

8.2.4 SHM
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Die mikroskopischen Aufnahmen eines Blutegelganglions wurden mit einem experi-
mentellen Aufbau, wie in Kapitel 5.3.4 beschrieben, durchgefiihrt. Da der Durchmesser
eines Segmentalganglions etwa 600 um betriagt wurde die Titan:Saphir-Laserpulsbreite
durch eine Dejustage der verstirkten Pulse im Kompressor auf 2 ps erhéht, damit das
gesamte Segmentalganglion ausgeleuchtet werden kann. Eine SHM-Aufnahme eines
Segmentalganglions in Ringerlosung ist in Abbildung 8.29 dargestellt. Hier sind die
beiden Retzius-Neuronen und ein weiteres groBeres Neuron (ein N- oder T-Neuron
(sieche Abbildung 2.12)) neben einem Retzius-Neuron zu erkennen. Die beiden Neu-
ronen kénnen nicht getrennt aufgelost werden. Die Zuordnung erfolgt aufgrund der
Lage und Grofle der Neuronen. Retzius-Neuronen sind mit einem Durchmesser von
80 um die groBten Neuronen und liegen nebeneinander zentral in der Ganglionkapsel.
Die néichst grofleren Neuronen in néchster Nachbarschaft zu den Retzius-Neuronen
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Abbildung 8.29: SHM der di-4-APEPPS Farbstoffe eines angeschnittenen Blutegel-
Segmentalganglions in Ringerlésung. Die Intensitéiten wurden invertiert. Die gesamte
Abbildung misst 1,24mm x 0,98 mm. Zur Aufnahme wurde ein 2 x 2 Binning der
Pixel bei 5 s Belichtungszeit eingesetzt.

sind die N- und T-Neuronen. Eine Auswertung der Fleckgrofien ergibt fiir den lin-
ken Fleck einen Durchmesser von etwa 36 ym, was einem einzelnen Retzius-Neuron
zugeordnet wird. Fiir den elliptischen rechten Fleck erhilt man einen kleinen Durch-
messer in horizontaler Richtung von 65 ym und einen groflen Durchmesser in vertika-
ler Richtung von 102 ym. Das sind héchstwahrscheinlich mindestens zwei Neuronen,
von denen eins das zweite Retzius-Neuron ist. Um die SH-Signale aus den Neuro-
nen sichtbarer aufzulésen, wurden die Intensitéiten invertiert, und damit das intensive
SH-Signal dunkel dargestellt. Der geringe Hintergrundbeitrag wird der Ganglionkap-
sel zugeschrieben, in die ebenfalls Farbstoffmolekiile eingelagert sind. Ein Vergleich
dieser Aufnahme mit der SHM aus Abbildung 4.9 zeigt die starke Abhéngigkeit der
SHG von der Orientierung der Signal-gebenden Molekiile. In Abbildung 4.9 erfolgte die
Probenbeleuchtung und anschlielende Detektion kollinear. Es tragen nur nichtlinear
optische Molekiile zum SH-Signal bei, deren Hyperpolarisierbarkeitsachse eine paralle-
le Komponente zur Laserpolarisation besitzt. Daher sind dort nur die Membranridnder
sichtbar. Die nichtkollineare SHM erméglicht mit derselben Argumentation eine la-
terale Auflosung der Zelloberfliche (siehe Abbildung 8.29). Eine Depolarisation mit
einer 89 mM K*-Losung, wie sie in den SH-Spektroskopie-Experimenten durchgefiihrt
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a7 3540

Abbildung 8.30: SHM der di-4-APEPPS Farbstoffe eines angeschnittenen Blutegel-
Segmentalganglions in 8 mM K™*-Losung. Die Intensititen wurden invertiert. Die
gesamte Abbildung misst 1,24 mm x 0,98 mm. Zur Aufnahme wurde ein 2 X 2 Binning
der Pixel bei 5 s Belichtungszeit eingesetzt.

worden ist, verursacht eine deutliche Abnahme der SH-Signalintensitit und zwar, wie
in Abbildung 8.30 dargestellt ist, an den Stellen der zuvor intensivsten Signale. Die-
se Abnahme der SH-Signalintensitit wurde in den SH-Spektroskopieuntersuchungen
aus Kapitel 8.2.2 immer wieder bestétigt. Auch hier erkennt man eine Hintergrund-
Intensitit aus der Ganglionkapsel. Ein Indiz fiir derartige Beitrdge aus der Ganglion-
kapsel ist die Konstanz der SH-Signalintensitit wihrend der Depolarisation der Neuro-
nen. Die Auflgsung wird hier durch den Bildverstirker bestimmt (siehe Kapitel 5.3.2)
und liegt bei 10 ym. Dieser Wert wurde relativ zu einer Mikroskopmikrometerskala
festgelegt. Daher ist eine optische Trennung der einzelnen Neuronen, die einen Ra-
dius von maximal 40 pum, haben nicht moglich. Detailierter ist die Depolarisation in
Abbildung 8.28 als horizontaler Schnitt durch die SHM-Bilder dargestellt. Man erhélt
eine SH-Signalintensititsabnahme wihrend der Depolarisation von 43% in der Neuro-
nenansammlung auf der rechten Seite. Fiir das einzelne Retzius-Neuron, das auf der
linken Seite der SHM-Bilder zu erkennen ist zeigt Abbildung 8.31 einen horizontalen
Schnitt. Das zeigt eine SH-Signalintensitidtsabnahme von 52% wihrend der Depolarisa-
tion mit einer 89 mM K-Losung. Diese Ergebnisse stimmen mit den Messergebnissen
in Kapitel 8.2.2 iiberein. Vergleicht man die Breite der SH-Signale im Zustand des Ru-
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hepotentials und bei Depolarisation, so ist auch hier kein signifikantes Schwellverhal-
ten der Neuronen erkennbar. Weiterhin erkennt man auf den Neuronen ausgepréigte
SH-Signalintensitétslokalisationen, die entweder aus einer lokal konzentrierten Farb-
stoffeinlagerung oder lokal starken Membranpotentialinderungen resultieren.

Zeitliche Schwankungen sollten hier gering sein, da bei Belichtungszeiten von 5 s die
Spektroskopie im Rahmen der Messgenauigkeit konstante Intensititen liefert. Die bis
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hier erhaltenen Erkenntnisse aus SHG-Experimenten an Cholesterinvesikeln als Mo-
dellmembranen und an Blutegel-Neuronen als Biomembranen sind duflerst vielverspre-
chend. Ein aktuelles und hoch komplexes System stellt das Herz eines Sdugetieres dar.
Daher sind Potentialmessungen an Herzmuskelzellen von besonderem Interesse.

8.3 Messungen an Herzmuskelzellen

Bisher hat man Aktionspotentiale von Kardiomyozyten mittels der Patch-Clamp-
Technik und Fluoreszenzspektroskopie detektiert. Dafiir wurde unter anderem der in-
zwischen etablierte Fluoreszenzfarbstoff di-8-ANEPPS in der konfokalen Mikroskopie
eingesetzt [143] und auch mit konventionellen Fluoreszenzmethoden miroskopisch de-
tektiert [145]. Mittels einer Spannungsklemme wurden die Zellen elektrisch stimuliert
und die Fluoreszenzinderung optisch detektiert. Doch traten die in Kapitel 4 beschrie-
benen nachteiligen Effekte der Fluoreszenz-Technik auf. Schon nach 3 s war eine Fluo-
reszenzintensititsabnahme um 25% erfolgt, die dem photoinduzierten Ausbleichen der
Farbstoffe zugeschrieben worden. Somit waren aufwendige mathematische Korrektu-
ren des Fluoreszenzsignals notwendig. Weiterhin wurde in den Herzmuskelzellen ein
belichtungs- und konzentrationsabhingiger Zelltod festgestellt. Dem ging eine Ver-
breiterung des Aktionspotentials, gefolgt von einer spontanen Aktivierung und einer
starken finalen Kontraktion, voraus. Wie in Kapitel 4 beschrieben, treten derartige
Effekte in der nichtlinear optischen Detektionsmethode der SH-Spektroskopie nicht
auf. Sie ist minimalinvasiv und hocheffizient.

Die hier untersuchte Zellsuspension adulter Kardiomyozyten der Ratte wurde freund-
licherweise von Herrn Dr. Thomas Stumpe vom Zentrum fiir Physiologie der Heinrich-
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Heine-Universitdt Diisseldorf zur Verfiigung gestellt. Hier handelte es sich iiberwie-
gend um Ventrikelmyokarden, die eine Aktionspotentialdauer von etwa 170 ms haben.
Die Kardiomyozyten wurden nicht elektrisch stimuliert, so dass die mittels der SH-
Spektroskopie direkt detektierten Aktionspotentiale durch spontane Selbststimulation
der Kardiomyozyten in unregelmifiigen Absténden erregt wurden (siehe Kapitel 2.7).
Die Zellensuspension wurde zum Einfirben 35 min in einer Farbstoff-N&dhrlosung geba-
det. Der di-4-APEPPS-Farbstoff wurde entgegen vorherigen Untersuchungen in DMSO!!
gelost und mit einer Konzentration von ¢ = 5+ 1075 M mit einem 1%-igen DMSO-
Gehalt iiber die Zellen gespiilt. Der Messautbau entspricht dem in Kapitel 5.2 dar-
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Abbildung 8.32: SH-Signalantwort der di-4-APEPPS-Farbstoffe, eingelagert in adulte
Ratten-Kardiomyozyten, auf ein Aktionspotential. Die SH-Signalintensitit wurde auf
das Ruhepotential normiert.

gestellten Aufbau, wobei die Kiivette der Vesikel durch eine Kiivette mit X,Y,Z-
Positioniereinheit und integrierter Dunkelfeldbeleuchtung ersetzt wurde (siehe Kapitel
5.3.4). Zusétzlich wurde die CCD-Kamera fiir die konventionelle mikroskopische Detek-
tion eingesetzt. Die den Laserstrahl fokussierende Linse wurde gegen ein verkleinerndes
Galilei-Fernrohr aus dem Zweistrahl-Experiment ersetzt, da hier die verstirkten La-
serpulse als Fundamentale verwendet wurden.

Ein detektiertes Aktionspotential ist in Abbildung 8.32 dargestellt. Hierbei wurde
die SH-Signalintensitidt auf das Ruhepotential der Zelle normiert. Innerhalb des La-
serstrahls befanden sich etwa 10 Kardiomyozyten, von denen sehr wahrscheinlich nur

HUDimethylsulfoxid
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eine spontan ein Aktionspotential ausgelost hat. Die gemessene Aktionspotentialan-
stiegszeit betrigt 37 ms. Die Messpunkte wurden mit einer Spline-Funktion angepasst.
Fiir ein Aktionspotential aus dem Myokard ist diese Anstiegszeit deutlich zu lang, da
hier Zeiten um 1ms erwartet werden. Die Anstiegszeiten von Zellen des Sinus- und
AV-Knoten liegen hingegen in den hier gemessenen Bereichen. Auch die Kiirze der
Aktionspotentiale dieser Herzbereiche stimmt mit den hier gemachten Beobachtungen
iberein. Daher ist es nicht auszuschlielen, dass derartige Zellen in der Zellsuspen-
sion vorhanden waren und mittels SHG detektiert wurden. Ein weiteres Argument
dafiir liefert die Autorhythmie, d.h. die Mo6glichkeit der Selbsterregung der Zellen. Zur
Autorhythmie befiihigt sind nur Zellen des Sinusknotens und des AV-Knotens (siehe
Abbildung 2.13). Hier erfolgt eine selbststéndige Depolarisation von negativsten Wert
des Ruhepotentials (maximales diastolisches Potential) bis zum Schwellpotential, das
ein Aktionspotential ausldst. Die Autorhythmie ist eine Folge einer erhdhten Ca?*-
Leitfihigkeit. Abweichungen des detektierten Potentialverlaufs zwischen elektrophy-
siologischen und optischen Messungen wurden von Rohr und Salzberg [145] gefunden.
Die ansteigende Flanke des Aktionspotentials der Kardiomyozyten stimmt in den Mes-
sergebnissen, die mit beiden verschiedenen Messmethoden erhalten wurden, iiberein.
Allerdings weicht das Zeitverhalten in den Repolarisationsphasen voneinander ab. Fiir
zukiinftige Messungen sind parallele Mikroelektroden-SH-Messungen notwendig, wo-
bei die Kardiomyozyten bevorzugt elektrisch stimuliert werden sollten.



Kapitel 9

Zusammenfassung

In dieser Arbeit wurde die nichtlinear optische Messmethode der frequenzverdoppeln-
den Spektroskopie und Mikroskopie zur Detektion von Membranpotentialinderungen
eingesetzt. Dafiir wurden neuartige potentialsensitive Hemicyanin-Farbstoffe in Mo-
dellvesikel und lebende Zellen eingelagert. Die Einlagerung erfolgte dabei durch Diffu-
sion in die duflere Schicht der Zellmembran des jeweiligen Testsystems. Sowohl spek-
troskopische als auch mikroskopische Untersuchungen an Modellvesikeln aus oxidierten
Cholesterin haben gezeigt, dass sich die Hemicyanin-Farbstoffe als Membranpotential-
sonden aufgrund ihrer amphiphilen Struktur stabil orientiert in die Membran einlagern.

Fluoreszenzspektren der in Blutegel-Neuronen eingelagerten Farbstoffe zeigten eine
Rotverschiebung der Zwei-Photonen angeregten Fluoreszenz um 8 nm und eine Ab-
nahme der Quantenausbeute gegeniiber den Fluoreszenzspektren an Cholesterinvesi-
keln, die mit der gréfleren Polaritit der Biomemban erklirt werden. Untersuchungen
der elektrischen Eigenschaften der Cholesterinvesikel lieferten Erkenntnisse iiber die
Membrandynamik und zeigten nach etwa 120 s eine stabile Matrix fiir die Frequenz-
verdopplung an Potentialsonden. Durch eine Verallgemeinerung des mathematischen
Viviani-Fensters konnten elektrostriktive Einfliisse an Cholesterinvesikeln auf das SH-
Signal gekldrt werden. Derartige Einfliisse lassen sich durch geeignete Grofenverhélt-
nisse zwischen Probe und Laserstrahl minimieren. Zusétzliche, potentialgetriebene,
Einlagerungsmechanismen, die auf der Sekundenskala erfolgten, werden beobachtet.
Durch Anlegen eines modulierten hochfrequenten Wechselfeldes tiber die Choleste-
rinmembran war es moglich, elektrostriktive Effekte vollstdndig zu unterdriicken und
ausschlielich potentialsensitive Beitrige der Farbstoffe zu messen. Das begriindete den
linearen Zusammenhang zwischen der angelegten Membranspannung und der nichtli-
nearen Antwort des Farbstoffmolekiils.

Spektroskopische Membranpotentialuntersuchungen an lebenden Biomembranen wur-
den an Retzius-Neuronen des medizinischen Blutegels und an hochspezialisierten Ratten-
Herzmuskelzellen durchgefiihrt. Die Methode der frequenzverdoppelnden Spektrosko-
pie reproduzierte die Mikroelektrodenmessungen an Blutegel-Neuronen in ihrer Zeit-
und Amplitudenabhéngigkeit perfekt. Dafiir wurden bevorzugt die etwa 80 pm durch-
messenden Retzius-Neuronen der Segmentalganglien mittels unterschiedlich konzen-
trierter KCIl-Losungen depolarisiert. Eine Zugabe von 30 mM KCl-Lésung bewirkte
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eine Abnahme der frequenzverdoppelten Intensitit von 48%, wihrend die Depolarisa-
tion, die durch eine 89 mM KCI-Loésung induziert wird, eine SH-Signalintensitidtsab-
nahme von 69% ergab. Mikroelektrodenmessungen lieferten entsprechende Depolarisa-
tionen um 15mV und 35mV. Die Messergebnisse der 89 mM KCI-Applikation zeigten
eine ausgeprigte Membranpotentialabhiingigkeit von der Vitalitéit des Neurons, so dass
die gemessenen Werte zwischen 11 mV und 35mV variierten. Zusétzliche Effekte, die
mittels Mikroelektroden nicht messbar waren, werden durch die SHG-Experimente
aufgrund der gezielten und wechselwirkungsarmen Einlagerung der Potentialsonden in
die Membran aufgedeckt. Der Einfluss von Zellvolumenregulationsmechanismen leben-
der Blutegel-Neuronen wurde auf der Grundlage der Messergebnisse aus den analogen
SHG-Untersuchungen der Cholesterinvesikel diskutiert. Aufgrund des grofien Laser-
fokus und dem vergleichsweise kleinen Neuronendurchmesser fithren Zellschwellungen
zu keinerlei messbaren Artefakten. Phototoxizitdt und Photobleichen der Farbstof-
fe fiihrten, ebenso wie die Moglichkeit der Endozytose in Biomembranen, wihrend
der potentialabhéngigen Messungen iiber einen Zeitraum von 30 min zu maximalen
Intensititsabnahmen von 6%. Erst Farbstoffapplikationen in der Goéflenordnung von
Stunden schidigen die Zelle letal.

Mit einer lateralen Ortsauflosung von 10 gm wurden Membranpotentialinderungen
durch die frequenzverdoppelnde Mikroskopie detektiert. Die mikroskopischen Messun-
gen bestétigten die spektroskopischen SHG-Untersuchungen vollstédndig. Durch Depo-
larisation mit einer 89 mM KCI-Losung ergab sich eine SH-Signalintensitdtsabnahme
von 52%, die von der Vitalitéit der Neuronen abhingt.

Auf einer kiirzeren Zeitskala wurden Aktionspotentiale von einzelnen Kardiomyozy-
ten SH-spektroskopisch detektiert. Dabei handelte es sich um Myozyten des Sinus-
oder atrioventrikuldren Knotens, die aufgrund ihrer Aktionspotentialanstiegszeit von
37ms und einer Erregungsdauer von 150 ms identifiziert wurden.

Samtliche spektroskopischen Messungen wurden mittels eines Referenzsignals, des-
sen Parameter zuvor gemessen wurden, aufgezeichnet. Somit gelang eine Abschétzung
der Konversion der in die Membranen eingelagerten Potentialsonden. Die abgeschétzte
Konversionseffizienz lag bei etwa 1% relativ zur Konversion des BBO-Kristalls.

Die Methode der Frequenzverdopplung stellt aufgrund ihrer Grenzflichenselektivitét
und Potentialsensitivitit eine minimal invasive, Storsignal-arme und schnelle Methode
der Membranpotentialdetektion dar. Sie vereint die Vorteile der TPEF und vermei-
det ihre Nachteile, wie Photobleichen und Phototoxizitdt. Fiir die Zellphysiologie ist
insbesondere die SHM daher ein wirkungsvolles Instrument zur Untersuchung von
elektrischen Membrantransienten.



Anhang A

Schnittfliche Zylinder-Kugel

Das verallgemeinerte Viviani-Problem geht der Frage nach, welche Fléche ein Zylinder
aus einer Kugel, bei variablem Kugeldurchmesser, ausschneidet (sieche Abbildung A.1).

Sei der Zylinder oBdA parallel zur Z-Achse, dann charakterisieren die drei Grofien

Abbildung A.1:
Schnittfdcheninderung eines Zylin-
ders mit einer Kugel bei Kugelradi-
uszuwachs.

R (Radius der Kugel), r (Radius des Zylinders) und X, (Lage des Mittelpunktes des
Zylinders auf der X-Achse) das Problem'.
Die Gleichung

X +Y*+72° = R? (A1)
beschreibt die im Ursprung zentrierte Kugel und
(X — Xy)?+Y2=? (A.2)

den auf der X-Achse verschobenen Zylinder. Fiir ein Flichenelement AS einer krum-
men Fléche S die explizit durch die Gleichung Z = ¢(X,Y) wobei (X,Y’) den Bereich
B durchlauft gegeben ist, gilt nach Bronstein [137]:

AS:// 1+ @3 + g2 dX dY (A.3)
(B)

Dieses Integral liefert den Grenzwert der Summe iiber alle Flachenelemente der Fléche
S, die aus den Projektionen der Fldchenelemente auf die X, Y-Ebene gebildet wird.
Aus der Kugelgleichung erhilt man:

Z=VR?— X2 -Y? (A.4)

'Fiir r = R/2 und X = R/2 erhélt man das Viviani-Fenster.
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und somit:
oz B —-X
o0xX VRZ - X2 Y2
oz -Y

(A.5)

Y VR -_XxZ_Y1?
Daher erhilt man fiir den Flacheninhalt der Fliche S:

AN VAN
5_2/Z¢1+<8—X> +<a—y> dX dY
X2 4+Y?
_2/}[\/1+R2_X2_Y2dXdY (A.6)

:2// al dX dY
VR2 — X2 -Y2
R

Die Interationsgrenzen werden durch die Zylindergleichung (A.2) gegeben:

Y = /12— (X — Xy)? (A7)

mit X € [Xy — 7, Xps +r]und V" € [0, /r? — (X — Xy)?]. Somit gilt fiir den Fliichen-
inhalt das Integral:

dX dY (A.8)

. Xyp+r m R
=
Y=o VRE—X?_Y?

XM—’/'

Das innere Integral ldsst sich mittels Variablen-Transformation mit a? = R? — X?
geméf Bronstein [137] mit

1 Y
——JY = n — A.
/md arcsin - (A.9)
leicht ausfiihren:
Xnp+r v r2—(X—Xyr)?
S=4R / arcsin ————— dX
R2 — X2
Xp—r 0
XM+7' 2
(X — X2
=4R / arcsin \/T R(2 — XzM) dX (A.10)
XM—T‘

Fiir das Viviani-Problem mit » = R/2 und X, = R/2 16st man das Integral zu
S = (27— 4) R

Im vorliegenden allgemeineren Fall ist dies analytisch leider nicht mdéglich, so dass eine
Losung numerisch unter Delphi programmiert wurde.

Die Integration erfolgte hierbei durch Ober- und Untersummen-Bildung.
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