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1 Einleitung

Der Zellkern stellt eines der grofiten Kompartimente eukaryotischer Zellen dar. Sein Vo-
lumen fiillt 8% des zytoplasmatischen Raums aus, wobei dieses Verhéltnis wiahrend Wachs-
tum und Differenzierung anndhernd konstant bleibt (Jorgensen et al., 2007; Neumann & Nur-
se, 2007). Im Gegensatz dazu weisen die Nuklei der Tumorzellen charakteristische morpholo-
gische Aberrationen auf, die die Grofe und die Gestalt ebenso wie die Organisation der
Chromosomen betreffen und die auch heute noch ein elementarer Bestandteil der Tumor-
diagnostik darstellen (Zink et al., 2004).

Die Kernhiille separiert nicht nur die genetische Information vom zelluldren Stoffwechsel,
sondern ermoglicht durch die rdumliche und zeitliche Trennung von Transkription und Trans-
lation die Prozessierung der Transkripte. Wahrend Capping, Exon-Spleilen und Polyadeny-
lierung ausschlieBlich intranukledr ablaufen, befinden sich insbesondere die an der RNA-
Interferenz beteiligten RNA-editierenden Enzyme auch im Zytoplasma (Nishikura, 2006).

Der Austausch zwischen den beiden Kompartimenten wird durch symmetrische, supramo-
lekulare Komplexe in der Kernmembran kontrolliert. Phylogenetische Sequenzanalysen von
Nukleoporinen oder mit dem Kernporenkomplex assoziierter Proteine und die Rekonstruktion
ithrer Ursequenzen zeigen eine auf der strukturellen Ebene evolutiondr konservierte Kernpore,
die sich auf Sequenzebene aus adaptiven und flexiblen Bestandteilen zusammensetzt, die
teilweise prokaryotische Homologe besitzen (Denning & Rexach, 2007).

Wihrend auf die Bedeutung der Kern-Zytoplasma-Relation bereits 1903 von Richard
Hertwig hingewiesen wurde, zeigen neuere Untersuchungen, dass sich die Kernporendichte
wihrend Differenzierung, Wachstum und in Abhéngigkeit von der metabolischen Aktivitat
der Zelle veridndert. Der Nukleus einer Zelle in der G2-Phase besitzt anndhernd doppelt so
viele Kernporen wie in der G1-Phase mit 5 NPCs/um® (Maeshima et al., 2006). In der Ooge-
nese von Xenopus laevis fillt die Dichte von anfangs 32 Kernporenkomplexen (NPCs)/um®
auf 23 NPCs/um” in reifen Oozyten (Schlune et al., 2006). Und wihrend der Herzdifferenzie-
rung steigt die Kernporenzahl um 60% von 10 NPCs/ umz in embryonalen Stammzellen auf

16 NPCs/pum® in Kardiomyozyten (Perez-Terzic et al., 2007).
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1.1 Der Zellkern wird tber die Kernhtlle im Zytoplasma verankert

In der rezenten eukaryotischen Zelle fungiert die Kernmembran nicht nur als Barriere
zwischen den beiden Kompartimenten, sondern vereint die zytoplasmatische mit der nukleé-
ren Architektur und spielt eine Rolle in der Signaltransduktion und im Verlauf der Mitose
(Stewart et al., 2007). Die spezifische Lokalisation des Kerns innerhalb der Zelle ist fiir einige
embryonale und zelluldre Prozesse wie beispielsweise Befruchtung, Zellteilung, Zellmigration
und die Entstehung der Zellpolaritit bedeutsam (Starr, 2007).

Transmembranproteine in der inneren und der dulleren Kernmembran gewéhrleisten durch
die Interaktion ihrer periplasmatischen Doménen einen konstanten Abstand zwischen den
beiden Membranen (Abb. 1). AuBBerdem markieren sie die dullere Kernmembran und machen
sie somit fiir die Zelle vom ER unterscheidbar. Ferner erméglichen sie sowohl die Bewegung
des Kerns innerhalb der Zelle durch Interaktion mit den Mikrotubuli und den Aktinfilamenten
als auch seine Verankerung durch Bindung an alle drei Komponenten des Zytoskeletts (Starr,
2007).

Innerhalb des Zellkerns ist die Existenz einer strukturgebenden Matrix immer noch um-
stritten (Hancock, 2004). Trotz zahlreicher potentieller Matrixbildner im Nukleus wie neben
Lamin A und B beispielsweise Aktin, Myosin und EAST (Enhanced Adult Sensory Thres-
hold) (Lasky, 2000; Hancock, 2004; Zink et al., 2004; Pederson & Aebi, 2005), stehen elekt-

# Aktinfilamente

Intermedidrfilamente

Zentrosom

Nesprin-1/2

Proteine mit\
i KASH-Domidne

auBere Kernmembran

innere Kernmembran

=

i i 5 Lamina
Proteine mit SUN-Domane ~ Telomer

Abb. 1: Die Kernhdille verbindet das Zytoskelett mit der Kernlamina. Transmembranproteine der
duBeren Kernmembran interagieren durch ihre KASH-Doméne (lila) mit der SUN-Domine (rot) der
Proteine der inneren Kernmembran und definieren dadurch den perinukledren Spalt auf 30-50 nm.
Einige Mitglieder der grolen KASH-Proteinfamilie verankern den Zellkern an Aktinfilamenten, ande-
re verbinden iiber Dynein das Zentrosom mit dem Kern. An den Transmembranproteinen der inneren
Kernmembran befestigte Telomere konnen so durch das zytoplasmatische Dynein bewegt werden. Das
humane Nesprin-3 verkniipft iiber Plectin den Kern mit den Intermedidrfilamenten. Aus Starr (2007).
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ronenmikroskopische Darstellungen der Kernmatrix (Zhang et al., 1996; Nickerson, 2001;
Kiseleva et al., 2004) im Verdacht, Priaparationsartefakte abzubilden. Tatséchlich deuten neu-
ere in vivo Studien eher auf eine dynamische, an der chromosomalen Organisation beteiligte
Kernmatrix anstelle eines rigiden, den Nukleus stabilisierenden Geriists (Hancock, 2004;
Tsutsui et al., 2005).

Indes ist die territoriale Organisation der Chromosomen weitgehend akzeptiert (Cremer et
al., 2004). Aktive Gene befinden sich an der Oberfldche ihres chromosomalen Kompartiments
und die RNA-Transkripte werden in interchromosomalen Spalten prozessiert und transportiert
(Lamond & Earnshaw, 1998). Allerdings handelt es sich dabei um eine dynamische Ordnung.
Das Interphasen-Chromatin bewegt sich teilweise schnell im begrenzt zur Verfiigung stehen-
den Raum und ganze chromosomale Doméanen werden aufgrund von Transkriptionsaktivitits-
oder Zellzyklusverdnderungen entlang der radialen Achse umgelagert (Gasser, 2002). An der
Kernperipherie sind die aktiven Gene in Kernporenndhe lokalisiert und die inaktiven Gene

werden in den porenfreien Zwischenrdumen immobilisiert (Akhtar & Gasser, 2007).

1.2 Die Kernlamina stabilisiert die Kernhiille

An der Innenseite der Kernhiille wird der aus zwei Lipiddoppelschichten und dem fliissig-
keitsgefiillten perinukledren Zwischenraum bestehende Verbundmantel mit einem Protein-
netzwerk aus Laminen verstirkt (Abb. 2). Lamine sind Typ-5-Intermedidrfilamente mit einer
a-helikalen, stabformigen Doméne von etwa 45 nm Lénge, die von je einer nicht-a-helikalen,
Doméne an N- und C-Terminus flankiert wird (Herrmann et al., 2007). Die wesentlich ldngere
C-terminale Region trdgt die Kernlokalisationssequenz (NLS) und mittig eine Ig-dhnliche
Doméne, die auf elektronenmikroskopischen Aufnahmen als knotenartige Verdickung zu se-
hen ist (Herrmann & Aebi, 2004). Die Grundbausteine der Kernlamina bilden in gleicher Ori-
entierung homodimerisierte Lamine, die sich Kopf an Schwanz zu polaren Protofilamenten
zusammenlagern, aus denen durch laterale Assoziation dicke Filamentbiindel oder parakristal-
line Anordnungen entstehen.

Wihrend in einzelligen Eukaryoten, Prokaryoten und Pflanzen bisher ebenso wenig La-
mine entdeckt wurden, besitzen sowohl der Cnidarier Hydra vulgaris als auch der Nematode
C. elegans nur ein B-Typ Lamin-Gen (Herrmann & Aebi, 2004; Melcer et al., 2007). In Dro-
sophila sind zwei Lamin-Gene Dm, und C bekannt, wobei nur ersteres essentiell ist (Goldman
et al., 2002). Wirbeltiere besitzen mindestens drei Lamin-Gene LMNA, LMNBI1 und LMB2,
die bei Sdugern fiir sieben alternativ gespleifite Isoformen kodieren, wobei allein aus LMNA

die vier Isoformen A, AA10, C und C2 hervorgehen (Gruenbaum et al., 2003). Wihrend B-
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Abb. 2: Die Lamina bildet ein strukturiertes Proteinnetzwerk an der Kerninnenseite. Die elekt-
ronenmikroskopische Aufnahme der inneren Kernmembran einer Xenopus laevis Oozyte (a) zeigt die
zwischen den Kernporen (Pfeile) des negativ gefarbten Préparats verlaufenden Filamente der Kernla-
mina (Pfeilspitzen). Nach der mechanischen Entfernung der Kernporen (b) verbleibt die Lamina als
ein wohlgeordnetes, schachbrettartiges Netzwerk. (c) Die Laminfilamente entstehen durch den Kopf-
Schwanz-orientierten Zusammenbau von Homodimeren und deren Biindelung. Aus Aebi et al. (1986)
und Herrmann & Aebi (2004).

Typ Lamine in jeder Zelle sowohl im Embryo als auch im adulten Tier vorhanden sind, wer-
den A-Typ Lamine gewdhnlich erst zu Beginn der Gastrulation gewebsspezifisch exprimiert.

In Xenopus laevis ist das Muster mit fiinf beschriebenen Laminen Ly, Ly, Ly, Liv, und La
(oder auch B1, B2, B3, Ly und A) komplizierter (Stick, 1988). L;, Ly und L, sind die vor-
herrschenden somatischen Lamine (Krohne & Benavente, 1986; Wolin et al., 1987). Die Ex-
pression von L; beginnt nach der Mittblastulatransition und die von Ly in der Gastrulation
(Stick & Hausen, 1985), wihrend Lamin L, in allen adulten somatischen Zellen auller den
Erythrozyten exprimiert wird (Wolin et al., 1987). Die Expression des wenig untersuchten
Lamins Ly beschrankt sich auf die minnlichen Keimzellen (Krohne & Benavente, 1986).
Wiéhrend der Oogenese verschwindet die Lamina ohne Auflosung der Kernhiille zunéchst in
der Prophase und wird ab dem Diplotinstadium insbesondere aus Lamin Ly; und zu geringe-
ren Anteilen aus L; und Ly; neugebildet (Stick & Hausen, 1985; Lourim et al., 1996).

Die Gruppierung in A- und B-Typ Lamine beruht sowohl auf ihren biochemischen Eigen-
schaften als auch auf ihr Verhalten wéhrend der Mitose (Stuurman et al., 1998). Wéhrend A-
Typ-Lamine einen nahezu neutralen isoelektrischen Punkt besitzen, sind B-Typ-Lamine sau-
rer. Des Weiteren sind die B-Typ-Lamine iiber einen Farnesylrest am C-terminalen Caax-
Motif in der inneren Kernmembran verankert und bleiben es auch wihrend der Mitose. Bei
den A-Typ-Laminen dagegen wird die posttranslationale Isoprenylierung wieder proteolytisch

entfernt. Den Isoformen Lamin C und C2 fehlt das CaaX-Motif, so dass die A- und C-Typ-

Lamine nicht nur wéhrend der Mitose im Zytoplasma verteilt, sondern auch im postmitoti-
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schen Zellkern in einer nichtmembranstindigen Form vorhanden sind (Gruenbaum et al.,
2005). Zu Beginn der Mitose wird die Lamina durch Phosphorylierung abgebaut. Zusammen
mit Importin o und B bilden die Lamine einen stabilen Komplex, der eine zytoplasmatische
Polymerisation verhindert und nach Rekonstitution des Kerns durch RanGTP gelost wird
(Adam et al., 2008).

Zusitzlich verankern Transmembranproteine die Lamina in der inneren Kernmembran.
Einige dieser Lamin-assozierten Polypeptide (LAP) interagieren iiber eine LAP2-, Emerin-
und MAN1-homologe (LEM)-Doméne mit Signaltransduktoren und Chromatin organisieren-
den Faktoren. Emerin und Transmembranproteine mit einer SUN-Domédne binden A-Typ-
Lamine, wohingegen der Lamin B-Rezeptor und LAP2f ausschlieBlich mit B-Typ-Laminen
interagieren (Schirmer & Foisner, 2007). LAP1 und MANI1 binden alle Lamine. Ferner im-
mobilisiert der Lamin B-Rezeptor das Heterochromatin an der Kernperipherie durch Bindung
des Heterochromatinprotein 1 (HP1), das als eine Strukturkomponente des kondensierten
Chromatins spezifisch an Lys9-methylierte Histone-H3 gebunden ist (Schneider & Gross-
chedl, 2007). Am Ende der Mitose bewirkt diese Interaktion die Rekonstitution der Kernhiille
durch Importin B-vermittelte Verankerung von Lamin B-Rezeptor-tragenden Membranvesi-
keln an den anaphasischen Chromosomen (Ma et al., 2007).

Das 10 kDa grof3e, multifunktionale Protein Barrier to Autointegration Factor (BAF) ver-
bindet als Heterodimer DNA-Stringe mit LEM-Doménen oder untereinander und ist auch in
der Lage, Chromatin zu verdichten (Dorner et al., 2007). Dariiber hinaus ist dephosphorylier-
tes BAF auch an der Lokalisation von Emerin beteiligt und verstirkt die Bindung zwischen
Emerin und A-Typ-Laminen (Bengtsson & Wilson, 2006).

Lamin A/C-defiziente Miuse entwickeln sich bis zur Geburt unauffillig, aber sind postna-
tal im Wachstum retardiert und sterben nach acht Wochen (Sullivan et al., 1999). Bereits nach
drei bis vier Wochen verindert sich die Gangart der Tiere und sie zeigen Merkmale von Mus-
keldystrophie. Bemerkenswerterweise ist durch den Verlust von Lamin A/C die Lokalisation
von Emerin in einer gewebsspezifischen Art und Weise gestort, wobei die Organe ansonsten
groBtenteils normal sind. Emerin-defiziente Miuse zeigen dagegen keine offenkundige Mus-
keldystrophie oder Herzprobleme, sondern Anzeichen einer gestorten Muskelregeneration
(Lammerding et al., 2005). Beim Menschen fithren Mutationen von Emerin, MAN1, Lamin
A/C oder Lamin B zu unterschiedlichen klinischen Phianotypen von Herz- und Skelettmyo-
pathien, zu partieller Lipodystrophie und peripherer Neuropathie bis hin zur vorzeitigen Alte-

rung (Somech et al., 2005).
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Die Zellkerne Emerin- sowie Lamin A-defizienter Fibroblastenzellen weisen eine abnor-
male Form und Blasenbildung auf, aber nur die Lamin A-defizienten Zellen zeigen eine redu-
zierte Formsteifigkeit ihrer Kerne und reagieren auf zelluldre Dehnung verstirkt mit Apoptose
(Lammerding et al., 2005). Der Verlust des Lamin B1-Gens dagegen verursacht vornehmlich
lokale Storungen in der Kernhiille, die als Blasen sichtbar werden, wobei moglicherweise
Defekte in der Gestalt, der Formsteifigkeit und der Kernorganisation durch das intakte Lamin
B2-Gen kompensiert werden (Lammerding et al., 2006). Experimente, bei denen die Zelle
samt Zellkern teilweise in eine Mikropipette eingesaugt wird, zeigen, dass die Zellkerne
menschlicher embryonaler Stammzellen stark deformiert werden kdnnen und ihre Steifigkeit
wiéhrend der Differenzierung um das Sechsfache zunimmt (Pajerowski et al., 2007). Die re-
versible Verformbarkeit des Zellkerns ist fiir migrierende Zellen im Gegensatz zu mechanisch
beanspruchten Zellen von Vorteil. Die Kerne adulter Stammzellen besitzen bereits eine inter-
medidre Steifheit und werden im Aspirationsexperiment irreversibel deformiert. Da alle Arten
von Stammzellen ausschlieSlich B-Typ-Lamine exprimieren, ist die von den embryonalen zu
den adulten Stammzellen zunehmende Steifigkeit Lamin A/C-unabhédngig und auf eine an-
steigende Lamindichte beziehungsweise auf Verdnderungen im Nukleoplasma zuriickzufiih-
ren.

Ferner erfahrt der normalerweise regulidre und ellipsoide geformte Zellkern in vielen Tu-
morarten charakteristische Verdnderungen, die mit einer modifizierten Organisation des Hete-
rochromatins assoziiert sind und auf die sich die Diagnostik trotz zunehmender Anzahl mole-
kularer Marker immer noch stiitzt (Zink et al., 2004). Eine steigende Zahl dieser Kernverén-
derungen konnte nun mechanistisch mit funktionalen, die Tumorentwicklung férdernden Mo-
difikationen verkniipft werden. Interessanterweise zeigen in zweidimensionalen Kulturschalen
kultivierte Zellen hdufig normale Kernformen im Gegensatz zu den Zellen einer Tumorbiop-
sie, in vivo beobachteten Tumorzellen oder in dreidimensionalen Gewebekultursystemen
wachsender Zellen (Zink et al., 2004).

Die Lamina verleiht allerdings nicht nur dem Kern Form und Festigkeit, sondern ist auch
an der Lokalisation der Kernporenkomplexe (NPC) beteiligt. Wahrend bereits ldnger bekannt
ist, dass die Kernporen aufgrund hydrophober Wechselwirkungen mit der Lamina verbunden
sind (Scheer et al., 1976; Krohne et al., 2005), konnte anhand von Rekonstitutionsexperimen-
ten mit Xenopus laevis Oozytenextrakten gezeigt werden, dass Lamin B3 durch Bindung in-
nerhalb der C-terminalen Region von Nupl53 dieses an den naszierenden NPC rekrutiert

(Smythe et al., 2000). AuBer den Laminen ist auch das Transmembranprotein Sunl an der
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mehr oder weniger gleichformigen Verteilung der Kernporen innerhalb der Kernhiille betei-

ligt (Liu et al., 2007a).

1.3 Der Kernporenkomplex ist modular aufgebaut

Der Kernporenkomplex (NPCs) erscheint aufgrund vergleichender Strukturanalysen evo-
lutionidr konserviert (Stoffler et al., 1999a; Lim et al., 2008). Generell besitzen die Kernporen
eine achtfache Rotationssymmetrie orthogonal zur Kernmembran (Abb. 3). Mittels Raster-
transmissionselektronenmikroskopie (STEM) wurden Durchmesser und Masse des Hefe-NPC
(100 nm, 66 MDa) und des Kernporenkomplexes in Xenopus laevis Oozyten (120 nm, 125
MDa) bestimmt, wobei die in einem proteomischen Ansatz abgeschitzte Masse mit 44 MDa
fiir den Hefe-NPC und 60 MDa fiir den Wirbeltier-NPC deutlich geringer ausfillt (Reichelt et
al., 1990; Rout & Blobel, 1993; Cronshaw et al., 2002).

Zusiatzlich zur Symmetrieachse besitzt der Kernporenkomplex in der Mitte eine parallel
zur Kernmembran orientierte Symmetrieebene, die sich auf die zentralen Ringentititen be-
schriankt. Der zentrale Ring verankert nicht nur den Kernporenkomplex in der Kernmembran,
sondern bildet mit seinen acht Speichen das eigentliche Tor zwischen dem nukleo- und dem
zytoplasmatischen Kompartiment (Akey & Radermacher, 1993). Neben dem zentralen Kanal
existieren acht etwa 10 nm grof3e, periphere Kanile im Speichenringkomplex (Hinshaw et al.,
1992), der seinerseits von zwei Ringen eingerahmt wird. Vom zytoplasmatischen Ring ragen
acht filamentartige Fibrillen 50 nm weit ins Zytoplasma hinein, wéahrend die acht vom nukle-
oplasmatischen Ring ausgehenden Filamente sich zu einem distalen Ring vereinigen und eine
reusenartige, 55-60 nm hohe Struktur bilden, die als Kernkorb bezeichnet wird (Abb. 4).

Auf der molekularen Ebene setzten sich sowohl der Wirbeltier-Kernporenkomplex als
auch der Hefe-NPC aus nur rund 30 verschiedenen Proteinen zusammen (Abb. 4), die in 8, 16
oder 32 Kopien vorliegen (Cronshaw et al.,, 2002). Bemerkenswerterweise bestehen die

Nukleoporine ihrerseits aus lediglich acht verschiedenen Faltungstypen und lassen sich unab-

Xenopus Hefe
Aufsicht Seitenansicht Aufsicht Seiten-

ansicht

B Q-

50 n m

Abb. 3: Unterschiedliche mikroskopische Darstellungen zeigen die Rotationssymmetrie der
Kernporen. Auf elektronenmikroskopischen Aufnahmen negativ gefarbter (a und b) Kernmembranen
aus Xenopus laevis Oozyten wird die achtfache Symmetrie des Kernporenkomplexes sichtbar, dessen
3D-Struktur (¢) aus Aufnahmen mit unterschiedlichen Neigungswinkeln rekonstruiert wurde. Aus
Fahrenkrog & Aebi (2003) und Stoffler et al. (1999a).
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hiangig von der auf elektronenmikroskopischen Studien beruhenden Strukturbeschreibung in
drei funktionale Gruppe einteilen, die als konzentrische Schichten sowohl den zentralen als

auch den nukleo- und den zytoplasmatischen Ring bilden (Abb. 5). Wahrend die Membran-

a) zentraler Nup358/RanBP2
) Kanal Nup214
zytoplasmatische Nt o
Fibrillen Komple
zytoplasmatischer Rael " Nup93-
Ring Nup98 __ Komplex
) Nup62- s
zentraler Ring Komplex = Sg;«f]l :}21
nukleoplasmatischer — "~ NdcT
Ring e
Kernkorb I‘\Iulp50
Tpr
distaler Ring
b) Nukleoporine und Teilkomplexe c) Teilkomplexe
Wirbeltier Hefe Wirbeltier Hefe
Zytoplasmatische Seite Nup107-K up84-Komj
Nup358 3 Nup107 Nup84
Nup214 Nup159 Nup160 Nup120
€61 Nup42 Nup133 Nup133
Nup88 Nup82 Nup96 Nup145C
Symmetrisch verteilt Nup75 Nup85
Sec13 Secl13
Nup107-Komplex Nup84-Komplex Seh1 Sehi
Nup93-Komplex Nic96-Komplex Nup43, Nup37, Aladin
Nup62-Komplex Nsp1-Komplex
Rae1/Gle2 Gle2 Nup93-Komplex Nic96-Komplex
Nup98 Nup100, Nup116 Nup93 Nic96
und Nup145N Nup205 Nup192
Transmembran Nup188 Nup188
Pom121 - Nup155 Nup157, Nup170
gp210 Pom152 Nup35/53 Nup53, Nup59
Ndc1 Ndc1
. Pom34 Nup62-Komplex Nsp1-Komplex
Nukleoplasmatische Seite m—a‘% %‘%‘9
Nups0 Nup2 Nups4 Nups?7
Nup153 Nup1 Nup45
- Nup60
Tpr Mip1 und 2

Abb. 4: Der supramolekulare Kernporenkomplex (a) besteht aus rund 30 Nukleoporinen. Die
Nukleoporine lassen sich sowohl hinsichtlich ihrer Lokalisation als auch ihrer Funktionalitit gruppie-
ren (b und c). Die Transmembranproteine (pink, violett) verankern die Kernpore in der Kernmembran
und bilden die Membranschicht. Daran schlieBt sich die Geriistschicht (orange, hellrot) mit symmet-
risch verteilten Nukleoporinen an. Die kanalbildende FG-Schicht (griin) besteht innerhalb der Pore aus
symmetrisch angeordneten Nukleoporinen. Die peripheren Strukturen setzen sich aus einseitig verteil-
ten Proteinen zusammen, von denen einige FG-Doménen (unterstrichen) besitzen und somit prinzipiell
auch zur FG-Schicht beitragen konnen. Daten aus Cronshaw et al. (2002), Hetzer et al. (2005),
Schwartz (2005), Handa et al. (2006) und Tran & Wente (2006) zusammengestellt.
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Nup98-Faltung

Geriistschicht FG-Schicht : a%ﬁ* Coiled-Coil

Membranschicht B-Propeller

Halbspeiche

Speiche =

e
Halbspeiche

Kernhiille /(
Mantelschicht /
Adaptorschicht

Cadherin-Faltung

Transmembranhelix

a-Solenoid

RRM-Faltung

Abb. 5: Darstellung des Schichtmodells und der Lokalisationswahrscheinlichkeit unstrukturier-
ter FG-Wiederholungen des Hefe-NPC. Die Membranschicht verankert den Kernporenkomplex.
Daran schlief3t sich die Geriistschicht an, die sich in eine Mantel- und eine Adaptorschicht unterteilen
lasst. Die unstrukturierten FG-Wiederholungen (FG) bilden eine eigene Schicht, in der auch Doménen
mit einer Nup98-, Coiled-Coil- und RNA-Erkennungsmotif (RRM)-Faltung vorhanden sind. Die Ge-
riistschicht besteht aus a-Solenoid und B-Propeller-Doménen. Pom121 besitzt zusitzlich zu Trans-
membranhelices noch eine Cadherin-dhnlich gefaltete Doméne. Aus Devos et al. (2006), verdndert
nach Hsia et al. (2004).

schicht den Kernporenkomplex in der Kernhiille verankert, stellt die Geriistschicht die form-
gebende Komponente dar, an die sich eine den zentralen Kanal auskleidende FG-Schicht an-
schlief3t.

Aufgrund kristallographischer Studien schlug die Arbeitsgruppe von Giinter Blobel kiirz-
lich die Teilung der Geriistschicht in eine Mantel- und eine Adaptorschicht vor. Nach ihrem
Modell bilden acht Kopf-Schwanz-orientierte yNup84-Komplexe' einen Reifen der Mantel-
schicht. Im zentralen Ring sind vier antiparallele Reifen axial iibereinandergelagert, wobei
sowohl das einen siebenbléttrigen B-Propeller bildende ySec13-yNup145C-Heterodimer als
auch ySehl-yNup85 durch Homodimerisation axial iibereinander angeordnet sind. Dazwi-
schen befindet sich jeweils eine Daube aus axial alternierendem yNupl120 und yNupl33-
yNup88. Die aus yNic96-Komplexen bestehende Adaptorschicht stellt den néchsten konzen-
trischen Kreis dar und yNsp1-Komplexe bilden den inneren FG-Ring (Hsia et al., 2007).

Die Bedeutung des yNup84/Nupl07-Komplexes zeigen Rekonstitutionsexperimente mit
X. laevis Eiextrakten, in denen sich nach Depletion von Nup85 und Nup133 bzw. Nup107
durch entsprechende Antikorper Kernhiillen ohne Kernporen bildeten (Harel et al., 2003;
Walther et al., 2003). In einem auf RNAi-basierenden Ansatz fehlten indes den Kernporen-

! Zur besseren Unterscheidung wird den Hefe-Nukleoporinen ein y vorangestellt, sofern sich der Abschnitt nicht

explizit mit dem Hefe-NPC befasst.
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komplexen in HeLa-Zellen nach Nup107-Depletion neben Nup133 sowohl die zytoplasmati-
schen Fibrillen als auch der Kernkorb und damit die peripheren Strukturen. Nup62 und die
beiden Bestandteile des Nup107-Komplexes, Nup96 und Secl13, waren dagegen weiterhin in
der Kernpore lokalisiert (Boehmer et al., 2003).

Zusammen mit den unstrukturierten FG-Wiederholungen stellen o-Solenoid und J-
Propeller die drei hiufigsten Domédnen innerhalb der Nukleoporinen dar, wobei die letzteren
beiden entweder einzeln oder gemeinsam in allen Proteinen der Geriistschicht auftreten
(Schwartz, 2005).

Kristallographische Untersuchungen der Coiled-Coil-Doménen des yNspl/Nup62-Kom-
plexes zeigen, dass sich diese a-helikale Region aufgrund hydrophober Wechselwirkungen zu
einem stabilen, antiparallelen, haarnadelféormigen Dimer faltet (Melcak et al., 2007). Zwei
Dimere lagern sich zu einem antiparallel orientierten Tetramer zusammen, wobei die elektro-
statische Natur der Interaktion und die alternierende Anordnung der Interaktionspartner eine
Verschiebung der Dimere um etwa 1.1 nm ermdoglicht, so dass nach dem von den Autoren

vorgeschlagenen Gleitmodell der Porendurchmesser um 3 nm vergrof3ert werden kann.

1.4 Der Kernporenkomplex ist eine dynamische Struktur

Von kleinen Proteinkomplexen iiber Ribonukleinpartikel bis hin zur groflen ribosomalen
Untereinheit passieren unterschiedlich groBe Rezeptor-Kargo-Komplexe die Kernpore. In
elektronenmikroskopischen Aufnahmen weist der zentrale Transportkanal der Kernpore in
Xenopus laevis Oozyten einen Durchmesser von 50 nm und eine Lénge von 90 nm auf, durch
den mit Kernlokalisationssequenzen (NLS) beschichtete Goldnanopartikel bis zu einem
Durchmesser von 39 nm transportiert werden (Panté & Kann, 2002; Stoffler et al., 2003).

Zusitzlich zu den gleitenden Coiled-Coil-Doménen tragen vor allem die FG-Wieder-
holungen selbst zur Dynamik innerhalb des Kernporenkomplexes bei. Diese Regionen sind
hochflexibel und weisen keinerlei geordnete Sekundérstruktur auf (Denning et al., 2003). Be-
rechnungen zufolge konnen sich die nativ ungefalteten FG-Domédnen im N-Terminus von
Nup62 (~300 aa) bzw. im C-Terminus von Nupl153 (~700 aa) und Nup214 (~800 aa) iiber
etwa 90 nm, 210 nm und 240 nm erstrecken (Fahrenkrog et al., 2004). Mittels doménenspezi-
fischer Antikorper konnte in elektronenmikroskopischen Aufnahmen gezeigt werden, dass der
N-Terminus von Nup153 am nukleoplasmatischen Ring und die zentral gelegene Zinkfinger-
Domiéne am distalen Ring des Kernkorbs lokalisiert sind, wihrend sich der flexible C-
Terminus zwischen dem distalen und dem zytoplasmatischen Ring befindet (Fahrenkrog et

al., 2002). Analog dazu ist der N-Terminus des zytoplasmatischen Nukleoporins Nup214 am
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zytoplasmatischen Ring verankert und der C-Terminus bewegt sich durch den zentralen Kanal
bis zum distalen Ring, wobei die rdumliche Verteilung der flexiblen C-terminalen FG-
Dominen mit der Transportaktivitét der Kernpore korreliert (Paulillo et al., 2005).

Die raumliche Beweglichkeit der FG-Doménen wird moglicherweise durch hydrophobe
Wechselwirkungen zwischen den Phenylalaninen eingeschrinkt. Bei in vitro Polymerisations-
experimenten mit dem FG-reichen N-Terminus des essentiellen Hefe-Nukleoporins Nspl be-
wirkt ein pH-Wertsprung aus dem alkalischen in den physiologischen Bereich die Bildung
eines formstabilen, elastischen Hydrogels, das dem Kernporenkomplex vergleichbare Perme-
abilitiatseigenschaften fiir Makromolekiile besitzt (Frey et al., 2006; Frey & Gorlich, 2007).

Dariiber hinaus modifizieren auch Idsliche Agenzien wie beispielweise ATP, Kalzium,
Ethanol oder Steroide reversibel die Gestalt des Kernporenkomplexes. Wahrend 1 mM ATP
eine Art Kontraktion der Kernpore durch Héhenzunahme des zytoplasmatischen Rings (60-
75%) und Verkleinerung des zentralen Kanals (20%) verursacht (Rakowska et al., 1998), wei-
tet Kalzium (100 uM) reversibel den distalen Ring auf, so dass eine Offnung von 20-30 nm
mittels Rasterkraftmikroskopie dargestellt werden kann (Stoffler et al., 1999b). Die Beobach-
tung, dass perinukleére Ca2+-Depleti0n die Permeabilitit der Kernporen reduziert und zur
vermehrten Pfropfenbildung (,,Plugs®) im zentralen Kanal fiihrt (Perez-Terzic et al., 1996),
konnte von Stoffler et al. (1999b) nicht bestdtigt werden. In NRK-Zellen inhibiert die lumena-
le Ca®"-Depletion ebenso wie Kilte (0-4°C) reversibel sowohl die passive Diffusion als auch
den signalvermittelten Transport, wobei moglicherweise die Cadherin-dhnlich gefaltete lume-
nale Domine von gp210 als Ca*"-Sensor wirkt und die Konformation des Kernporenkomple-
xes verandert (Greber & Gerace, 1995).

Ethanol verursacht in klinisch relevanten Dosen (0.05-0.2%) nicht nur eine Clusterbildung
und eine Versteifung der Kernporen, sondern reduziert auch die Permeabilitit der Kernpore
fiir Jonen und Makromolekiile und bewirkt dadurch ein Anschwellen des Zellkerns (Schafer et
al., 2007). Diese Effekte lassen sich durch Transkriptionsblockade oder RNase-Behandlung
unterbinden. Im Gegensatz dazu vergrolern Glucocorticoid-Analoga wie Dexamethason
durch Aufweitung des zytoplasmatischen Rings und Verdopplung des Kanaldurchmessers die
Permeabilitdt fiir Ionen und Makromolekiile (Shahin et al., 2005a; Shahin et al., 2005b;
Kastrup et al., 2006). Die Inhibition der Translation mit Cycloheximid vergroBert den Poren-
durchmesser um etwa 6 nm ohne erkennbare Verdnderung der passiven Diffusion oder des
signalvermittelten Transports (Feldherr et al., 2001).

Nicht nur 16sliche Rezeptor-Kargo-Komplexe, sondern auch membransténdige Proteine

passieren die Kernpore auf ihrem Weg vom ER zur inneren Kernmembran, in der sie, wie
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beispielsweise Emerin, durch selektive Retention verbleiben (Burke & Ellenberg, 2002). Stu-
dien in Hefe an LEM2- und MAN-homologen Proteinen zeigten, dass diese beiden Proteine
mit zwei Transmembrandomédnen Kernlokalisationssequenzen (NLS) in den extralumenalen
Dominen besitzen und den Kernporenkomplex Importin a- und -abhingig passieren (King
et al., 2006). Dabei entscheidet die GroBe der extralumenalen Doméne iiber die Transportart.
Wiéhrend Doménen kleiner als 25 kDa durch die Kernpore diffundieren, werden integrale
Membranproteine mit einer zyto/nukleoplasmatischen Doméne zwischen 25 und 75 kDa Im-
portin o- und B-abhingig importiert und bei Doménen grofler 75 kDa entscheidet die raumli-
che Lokalisation der NLS iiber den Import (Lusk et al., 2007). Die Entdeckung eines trunkier-
ten Importin oo ohne Importin B-Bindungsstelle (Imp 16, 15 kDa), das bereits am ER an die
frisch translatierte NLS von Proteinen der inneren Kernmembran bindet, weist auf einen spe-
ziellen Transportweg fiir integrale Membranproteine hin (Saksena et al., 2006)

Insgesamt ist die Kernpore ein modular aufgebauter, makromolekularer Komplex, dem
aufgrund seiner Funktion als selektive Permeationsbarriere eine gewisse Flexibilitidt inne
wohnt. Dariiber hinaus reagiert der NPC auf intrazelluldre Signale mit Strukturdnderungen
und Clusterbildung, wobei deren Effekte auf den signalvermittelten Transport mangels geeig-
neter Untersuchungsmethoden bisher nur ansatzweise erforscht wurden. Ferner ist unklar, ob
die untersuchten Effektoren ausschlieBlich auf die strukturgebenden Komponenten wirken

oder auch die unstrukturierten, flexiblen FG-Wiederholungen beeinflussen.

1.5 Kerntransport

Zytoplasma und Nukleus sind durch mehrere Transportwege miteinander verbunden, die
sich in ihrer Priferenz fiir bestimmte Kargomolekiile ebenso wie in den fiir die Passage einge-
setzten Carrier unterscheiden (Cook et al., 2007; Tran et al., 2007). Trotz dieser Diversitét
lasst sich jeder Transportzyklus mit vier einfachen Schritten beschreiben. Zundchst wird das
Kargomolekiil vom Transportrezeptor erkannt und gebunden, anschlieBend transloziert der
terndre Komplex durch die Kernpore und dissoziiert am Zielort, wobei die Riickkehr des
Transportrezeptors an den Ausgangspunkt den Kreislauf beendet (Abb. 6).

Die grofite Transportrezeptorklasse wird von den Karyopherinen gebildet, wobei die im-
portierenden Rezeptoren als Importine und die exportierenden als Exportine bezeichnet wer-
den (Stewart, 2007). Viele Proteine werden durch Importin 3 und seinen Adapter Importin o
in den Nukleus geschleust und mittels CRM1 wieder exportiert. Wahrend CRM1 auch am
Export von snRNA und rRNA beteiligt ist, wird tRNA von Exportin-t und miRNA von Ex-
portin-5 durch die Kernpore geleitet. Im Gegensatz dazu erfolgt der mRNA-Export durch das
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TAP/NXF1-p15/NXT1-Heterodimer, das keine Verwandtschaft zu den Karyopherinen besitzt
(Kohler & Hurt, 2007).

Der Nuclear transport factor-2 stellt eine eigene, dritte Transportrezeptorart dar. Ntf2 ist
ein konserviertes, homodimerisierendes Protein, das die kleine GTPase Ran in der GDP-
gebundenen Form vom Zytoplasma in den Zellkern importiert (Gorlich & Kutay, 1999). Da-
bei interagiert das 15 kDa grofle Ntf2 insbesondere mit der Switch-I1I-Region von RanGDP,
die in der GTP-gebundenen Form eine andere Konformation einnimmt (Stewart et al., 1998;
Vetter et al., 1999). Zusitzlich behindert die Switch-I-Region sterisch die Bindung zwischen
Ntf2 und RanGTP.

Die geringe intrinsische GTPase-Aktivitidt des Ras-related nuclear Proteins (Ran) wird
durch das RanGTPase aktivierende Protein-1 (RanGAP1) um den Faktor 10’ angeregt. Eben-
so erhoht der Guaninnukleotid-Austauschfaktor (GEF) Regulator of Chromatin Condensation
1 (RCC1) die Nukleotid-Dissoziationsrate von Ran um 10> (Klebe et al., 1995). Die antago-
nistischen Ran-Regulatoren RCC1 und RanGAP1 werden durch die Kernhiille voneinander
getrennt und erzeugen dadurch einen RanGTP-Gradienten. Im Nukleus ist die RanGTP-

Konzentration aufgrund des chromatingebundenen RCC1 hoch. Im Gegensatz dazu beschleu-

Abb. 6: Schematische Darstellung des
Kerntransportkreislaufs. Der Zyklus be-
Nuclear import/export cycle | e) ginnt mit der Bildung des Kargo-Adapter-
CYTOPLASM cags  Trans o N Rezeptor-Komplexes (Assembly), der iiber
' NLS den Rezeptor an die zytoplasmatischen Fila-
mente des Kernporenkomplexes gebunden
wird (Docking) und anschlieBend den zentra-
len Kanal passiert (Translocation). Im Nuk-
leus bewirkt RanGTP die Dissoziation des
trimeren Komplexes und die Freisetzung des
Kargomolekiils (Release). Der Importrezep-
tor-RanGTP-Komplex transloziert ebenso
wie der in Gegenwart von RanGTP gebildete
Importadapter-Exportrezeptor-Komplex auf
die zytoplasmatische Seite (Recycling bzw.
Release). Das an den zytoplasmatischen
Fibrillen lokalisierte GTPase-aktivierende
Protein (RanGAP) triggert in Zusammenar-
beit mit RanBP1 und RanBP2 die Hydrolyse
von GTP, wodurch sowohl der Importrezep-
tor-RanGTP-Komplex als auch der Import-
adapter-Exportrezeptor-RanGTP-Komplex
dissoziieren. Wéhrend Importrezeptor und
-adapter fiir einen weiteren Zyklus zur Ver-
fligung stehen, miissen der Exportrezeptor
und RanGDP noch in den Nukleus zuriick-
kehren, wo der Guanin-Austauschfaktor
(RCC1) die GDP-GTP-Wechsel initiiert. Aus
Pollard & Earnshaw (2002).
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nigt RanGAP1 die GTP-Hydrolyse im Zytoplasma, wobei RanGAP1 sowohl in freier Form
als auch in einem Komplex mit RanBP1 und Nup358/RanBP2 vorliegt. Nup358/RanBP2 be-
sitzt vier Ran-Bindungsstellen und verankert RanGAP1 und RanBP1 an den zytoplasmati-
schen Filamenten des Kernporenkomplexes. RanBP1 16st RanGTP aus dem Transportrezepto-
ren-RanGTP-Komplex und ermoglicht dadurch dessen Interaktion mit RanGAP1 (Bischoff et
al., 2002).

Obwohl das RanGTPase-System eine essentielle Komponente des Kerntransports dar-
stellt, ist die Nukleotid-Hydrolyse nicht die treibende Kraft des Kerntransports. Vielmehr de-
finiert die asymmetrische RanGTP-Verteilung die Transportrichtung, wie in vitro Experimen-
te mit einer RanGAP-insensitiven Ran-Mutante zeigen (Nachury & Weis, 1999). Nach Simu-
lationen des Ran-Zyklus’ iibersteigt die RanGTP-Konzentration im Nukleus die zytoplasmati-
sche um das 500-1000fache (Smith et al., 2002; Gorlich et al., 2003). Fiir die Aufrechterhal-
tung des RanGTP-Gradienten ist neben dem GTP-GDP-Verhéltnis und der Ntf2-Konzentra-
tion die Durchldssigkeit der Kernpore fiir RanGTP entscheidend (Gérlich et al., 2003).

Somit muss der Kernporenkomplex die freie Diffusion von Ran (24 kDa, ry ~2.2 nm) wir-
kungsvoll einschrianken, wahrend weiterhin kleinere und groBere Rezeptor-Kargo-Komplexe
die selektive Barriere passieren. Permeationsstudien mit unterschiedlich groflen Partikeln bes-
titigen, dass Ionen und kleine Molekiile wie GTP (0.5 kDa) ungehindert durch die Pore dif-
fundieren. Ab einem hydrodynamischen Radius ry von 1.5 nm (~12 kDa) wird die Diffusion
eingeschriankt und kommt oberhalb eines Radius von ~3 nm (z.B. Ovalbumin, 43 kDa) unter
physiologischen Bedingungen praktisch zum Erliegen (Paine et al., 1975; Gorlich & Kutay,
1999). Der langsamen Diffusion von RanGTP ins Zytoplasma steht eine mindestens 30fach
hohere, unidirektionale Ran-Translokationsrate gegeniiber, so dass die partielle RanGTP-Un-
dichtigkeit der Kernpore den steilen Gradienten in vivo nicht beeintrdchtigt (Smith et al.,
2002; Naim et al., 2007).

Die Transportobergrenze der Kernporen wurde in X. laevis Oozyten mittels NLS-be-
schichteter Goldpartikel untersucht, wobei Rezeptor-Kargo-Komplexe mit einem effektiven
Durchmesser von 39 nm noch in den Nukleus importiert wurden (Panté & Kann, 2002). In
vivo stellt die ribosomale 60S Untereinheit mit einem Durchmesser von 20-30 nm das grofite
Kargomolekiil dar.

Im Gegensatz zum mitochondrialen oder peroxisomalen Transport werden Kernlokalisati-
ons- und Kernexportsequenzen (NLS und NES) nicht proteolytisch prozessiert, so dass Prote-
ine zwischen Zytoplasma und Nukleus pendeln konnen. Die Exportsequenzen bestehen aus

vier groflen hydrophoben Aminosduren wie L, I, V, F, M, die in regelméaBigem Abstand in-
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nerhalb von 8-10 Aminosduren angeordnet sind (Kutay & Gittinger, 2005). Die Bindungsaf-
finitdt zum Exportrezeptor CRM1 ist kontextabhéngig und eher schwach, um die Dissoziation
des Kargo-Exportrezeptor-RanGTP-Komplexes an den zytoplasmatischen Fibrillen zu er-
leichtern.

Die klassische Kernlokalisationssequenz (cNLS) wird von 5-8 basischen Aminosduren
gebildet, die sowohl zusammenhingend als auch in zwei, von 10-12 Aminosduren getrennten
Teilen vorkommen. Die ¢cNLS des SV40 large T antigen (PKKKRKYV) ist der Prototyp der
einteiligen und die von Nucleoplasmin (KRPAATKKAGQAKKKK) der zweigeteilten cNLS
(Kalderon et al., 1984; Dingwall & Laskey, 1991). Zusitzlich existieren zwei weitere NLS-

Arten, die beim Import mRNA-bindender Proteine und reifer Ribonukleinpartikel des Splei-
Bosoms eine Rolle spielen. Die M9-NLS des mRNA-bindenden Proteins hnRNPAT1 besteht
aus 38 Aminosduren mit einer positiven Nettoladung, die als linear ausgestrecktes Peptid an
den C-terminalen Bogen von Transportin bindet (Lee et al., 2006). Snurportinl erkennt als
Importadapter im Zytoplasma die m;G-Kappe des gereiften Ribonukleinpartikel UsnRNP und
transloziert dieses gemeinsam mit Importin 3 in den Nukleus (Cook et al., 2007).

Die groBBe Familie der Karyopherine besteht beim Menschen aus mindestens 20 Mitglie-
dern, von denen elf (Importin 3, Transportin 1, Transportin SR, Imp4, Imp5, Imp7, ImpS8,
Imp9, Imp11 und Imp13) am Import und acht (CRM1, CAS, Exportin-t, Exp4, Exp5, Exp6,
Exp7 und Imp13) am Export beteiligt sind (Strom & Weis, 2001; Weis, 2003). Im Hefe-
Genom wurden 14 Karyopherine identifiziert (Quan et al., 2008). Wihrend die Sequenzen der
Karyopherine untereinander nur wenig Ahnlichkeit aufweisen und die Molekulargewichte
zwischen 90 und 130 kDa variieren, besitzen alle Karyopherine einen sauren isoelektrischen
Punkt.

Die Molekiilstruktur der Karyopherine ist durch HEAT-Wiederholungen gekennzeichnet,
die zuerst in den namengebenden Proteinen Huntington, Elongation Factor 3, PR65/A und
TOR beschrieben wurden (Abb. 7). Die Grundeinheit besteht aus 32-61 Aminosduren, die aus
zwei antiparallelen a-Helices und einer scharfen Biegung eine Haarnadelstruktur bilden. Be-
nachbarte Haarnadeln sind durch Bindeglieder verbunden, die wie in den Armadillo (ARM)-
Wiederholungen auch die Form einer a-Helix einnehmen konnen (Lee et al., 2000).

Importin B zéhlt zu den am besten charakterisierten Importrezeptoren und transportiert
gemeinsam mit den Mitgliedern der Importin a-Familie eine Vielzahl an Proteinen in den
Nukleus. Importin 3 besteht aus 19 HEAT-Wiederholungen. In der achten HEAT-Domine

ersetzt eine Schleife mit einer negativen Nettoladung die scharfe Biegung zwischen den bei-
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Abb. 7: Schematische Darstellung und Proteinstruktur von Importin o und B. Importin f (a)
besteht aus 19 HEAT-Wiederholungen, von denen sich jede aus zwei a-Helices zusammensetzt, die
durch einen kurzen Bogen verbunden sind. Dieser ist in HEAT-8 durch eine saure Schleife ersetzt, die
eine wichtige Rolle bei der Kargobindung und -dissoziation spielt. RanGTP bindet an die ersten acht
HEAT-Regionen. Die FG-Wiederholungen interagieren mit HEAT 5-7 und HEAT 14-16. HEAT 7-16
sind an der Bindung der Importin -Bindungsdoméne (IBB) von Importin a beteiligt. Importin a (a)
besteht aus zehn Armadillo (ARM)-Wiederholungen. Diese setzen sich aus drei a-Helices zusammen.
Die IBB-Doméne befindet sich N-terminal. Die cNLS des Kargoproteins wird von ARM 2-4 und 7-9
erkannt. ARM 6-10 binden Nup50, das die Dissoziation des Importkomplexes auslost. Der Exportre-
zeptor von Importin oo CAS bindet an ARM 10. (b) Der trimere Komplex aus Importin o (rot), der
klassischen, zweiteiligen cNLS von Nucleoplasmin (griin) und Importin B (lila) wurde aus zwei Kris-

tallstrukturen zusammengesetzt und durch eine gestrichelte Linie zwischen Importin o und der IBB
verbunden (b). Aus Goldfarb et al. (2004) und Rexach (2006), verandert nach Strom & Weis (2001)
und Bednenko et al. (2003).

den antiparallelen a-Helices. Dadurch konnen die beiden C-formigen HEAT-Wiederholungen
1-8 und 8-19 eine leicht S-formige Gestalt im Raum einnehmen (Lee et al., 2005).

Der Importadapter Importin o besteht aus einer flexiblen, N-terminalen Importin 3-Bin-
dungsdoméne (IBB) und zehn ARM-Wiederholungen, wobei ARM 2-4 und 7-9 an der ¢cNLS-
Bindung beteiligt sind (Abb. 7). Die IBB-Domine enthilt eine cNLS-dhnliche, autoinhibitori-
sche Sequenz (KRRNV), die entweder in cis mit der cNLS-Bindungstasche oder in trans mit
Importin B interagiert (Kobe, 1999). Aufgrund der geringen Bindungsaffinitit der autoinhibi-
torischen Sequenz zur ¢NLS-Bindungsstelle kann die ¢cNLS des Kargomolekiils die IBB-
Doméne verdringen. Insoweit kann die Bildung des trimeren Komplexes im Zytoplasma so-
wohl durch eine Importin o-Kargo- als auch durch eine Importin o/p-Interaktion initiiert
werden (Goldfarb et al., 2004).

Infolge der Bindung von Importin 3 an die IBB-Doméne faltet sich diese in eine a-Helix
und Importin B nimmt eine kompakte, proteolytisch resistente Form ein (Cingolani et al.,
2000). Importin B besitzt auf jedem C-formigen Bogen zwei Bindungsstellen fiir FG-Wieder-
holungen, wobei das FxFG-Peptid zwischen den Helices benachbarter HEAT-Wiederholung-
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en bindet (Bayliss et al., 2000; Bednenko et al., 2003). Durch dynamische Simulationen wur-
den sechs weitere FG-Bindungsstellen auf hydrophoben Bereichen der Importin B-Oberfldache
entdeckt (Isgro & Schulten, 2005).

Im Nukleus leitet RanGTP gemeinsam mit den Karyopherin releasing Faktoren CAS und
Nup50 die Dissoziation des trimeren Importkomplexes ein. Wahrend RanGTP am N-termina-
len Bogen von Importin 3 bindet, 6ffnet die Schalter-I-Region die kompakte Form durch Ab-
spreizung des C-terminalen Bogens und entfernt iiber einen allosterischen Mechanismus die
IBB-Doméne (Lee et al., 2005). Im einfachsten Fall verdringt die IBB-Domine anschlieSend
die cNLS und ermdglicht dadurch die Bindung des Exportrezeptors CAS an Importin a. Al-
ternativ beschleunigt das Ran-bindende Protein Nup50 beide Schritte dieses Prozesses, indem
es einerseits durch Bindung des Importkomplexes diesen in die Ndhe von RanGTP bringt und
auf der anderen Seite nach Bindung von Importin o die cNLS des Kargos aktiv entfernt. Spa-
ter verdrangt CAS Nup50 von Importin o und bildet gemeinsam mit RanGTP einen Export-
komplex (Matsuura & Stewart, 2005). Nach der Kernporenpassage dissoziiert der CAS-Im-
portin a.-RanGTP-Komplex ebenso wie der Importin f-RanGTP-Komplex infolge der GTP-

Hydrolyse im Zytoplasma und Importin o und 3 stehen einem neuen Importzyklus zur Verfii-

gung.

1.5.1 Steuerung des Kerntransports

Der Austausch zwischen Nukleus und Zytoplasma kann auf drei verschiedenen Ebenen
reguliert werden. Die erste und vielféltigste Steuerungsmoglichkeit stellt die Modifikationen
der Kargobindung an die Transportmaschinerie dar. Zweitens wird die Aktivitit der Trans-
portmaschinerie dem Bedarf der Zelle angepasst und letztendlich kann der Kernporenkomplex
selbst Ziel transportregulierender MaBBnahmen sein (Kaffman & O'Shea, 1999; Poon & Jans,
2005; Terry et al., 2007).

Die Assemblierung des Transportkomplexes wird durch Komplexbildung, Phosphorylier-
ung, oder Proteindegradation des Kargos gesteuert. Als Beispiele flir die Regulation auf der
Kargoproteinebene werden im Folgenden kurz der heterodimere Transkriptionsfaktor NF-kB,
das Zellzyklusprotein Cyclin B und der nukledre Effektor der kanonischen Wnt-Signalkaska-
de B-Catenin beschrieben (Kaffman & O'Shea, 1999). Der an NF-«B gebundene Inhibitor IkB
maskiert die NLS von NF-kB und besitzt eine eigene Exportsequenz, so dass dieser Komplex
zytoplasmatisch lokalisiert ist. Verschiedene Stimuli wie beispielsweise TNF-a bewirken die
Phosphorylierung und den anschlieBenden Abbau des Inhibitors IkB. Somit kénnen Trans-

portrezeptoren an die frei gewordenen NLS binden und NF-kB in den Nukleus importieren.
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Im Gegensatz dazu pendelt Cyclin B zwischen den Kompartimenten. Durch Phosphorylierung
wird die Affinitdt von Cyclin B zum Exportrezeptor reduziert, so dass es im Kern akkumu-
liert. Die Konzentration von freiem f-Catenin wird sowohl durch die Verankerung an Cadhe-
rinen als auch durch die zytoplasmatische Instabilitit gering gehalten. Die Aktivierung der
kanonischen Wnt-Signalkaskade stoppt die Degradation von B-Catenin und ermdglicht so
dessen Import.

Die Aktivitdt der Transportmaschinerie wird sowohl auf genetischer als auch auf Protein-
ebene an den Bedarf der Zelle angepasst. Die Transportrezeptoren werden dazu nicht nur
wihrend des Zellzyklus’ unterschiedlich exprimiert, sondern zeigen auch ein gewebs- und
entwicklungsspezifisches Expressionsmuster (Yasuhara et al., 2004; Poon & Jans, 2005). Die
Genexpression der meisten Karyopherine steigt wihrend der Mausentwicklung bis zu ihrem
Hohepunkt zwischen Gastrulation und Neurulation (E6.5-E9.5) an, ehe sie ab E105 wieder
abfillt (Quan et al., 2008). Die Expression von Ran zeigt in der Embryonalentwicklung von
Xenopus laevis einen dhnlichen Verlauf und ist nach der Neurulation im Auge, Ohr, cranialen
und neuralen Gewebe besonders markant, wobei wie in der Maus mdglicherweise noch weite-
re Ran-Gene exprimiert werden (Onuma et al., 2000). Auch Karyopherin-f3 und die fiinf
Mitglieder der Importin a-Familie zeigen im Froschembryo eine gewebs- und entwicklungs-
spezifische Expression (Wischnewski et al., 2000; Wischnewski et al., 2004). Beim Menschen
variiert die Expression der sechs Importin a-Proteine zelltypspezifisch (Kohler et al., 2002).
In Kardiomyozyten ist im Vergleich zu embryonalen Stammzellen die Expression der Trans-
portrezeptoren mit Ausnahme von Importin § und Transportin 1 trotz hdherer Kernporendich-
te stark reduziert (Perez-Terzic et al., 2007).

Die Transportrate einzelner Kargomolekiile wird generell durch die gewebs- und entwick-
lungsspezifische Expression von Transportfaktoren moduliert (Poon & Jans, 2005; Quan et
al., 2008). Zusétzlich unterscheiden sich die Karyopherine in ihrer Substratspezifitiat. Wéh-
rend manche Kargoproteine wie Nucleoplasmin mit mehreren Importin o-Isoformen inter-
agieren, bindet der siebenblittrige B-Propeller RCC1 auch aufgrund seiner Proteinstruktur
spezifisch an Importin a3 (Friedrich et al., 2006). Dadurch wirkt sich die Regulation der
Transportmaschinerie auch auf die Ebene der Kargobindung aus.

Dariiber hinaus bereiten Wachstumsfaktoren durch intrazellulare Signaltransduktion auch
die Transportmaschinerie auf die eintretende Verdnderung der Genexpression vor. Die
Phosphorylierung von RanBP3 sowohl durch PI3/AKT als auch durch ERK/RSK erhdht die
RanBP3-Affinitdt zu RanGTP (Yoon et al., 2008). RanBP3 besitzt eine Nup50 dhnliche Do-
ménenstruktur und bindet CRM1, Ran und RCCI1 in vitro (Englmeier et al., 2001; Lindsay et
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al., 2002; Yoon et al., 2008). Da partiell RanBP3-defiziente Zellen eine erhdhte zytoplasmati-
sche Ran-Konzentration aufweisen, konnte phosphoryliertes RanBP3 Ran in trimeren Kom-
plexen sowohl RCCI als auch CRMI1 zugénglich machen und somit gleichzeitig den
RanGTP-Gradienten stabilisieren und die Effizienz des CRM1-abhéngigen Exports steigern.
Die dritte Art der Transportregulation durch Modifikation des Kernporenkomplexes wird
hauptsdchlich von Viren eingesetzt. Wahrend ein Protein des Vesicular Stomatitis Virus durch
Bindung an Nup98 den RNA-Export blockiert und dadurch die Konzentration der zelluldren
mRNA reduziert, inhibieren andere RNA-Viren wie beispielsweise Polio- oder Rhinoviren
den Proteinimport durch Proteolyse von Nup62 und Nup153 (Cronshaw & Matunis, 2004).
Allerdings wird der NPC auch in der murinen Embryonalentwicklung durch gewebsspezi-
fische Expression von Nup50 und gp210 in seinen Transporteigenschaften modifiziert. Ferner
wird die Permeabilitdt des Kernporenkomplexes wihrend der geschlossenen Mitose bei Sac-
charomyces cerevisiae oder der halboffenen bei Aspergillus nidulans durch Phosphorylierung
bestimmter Nukleoporine modifiziert und die Aktivitdt der Transportrezeptoren inhibiert

(Terry et al., 2007).

1.5.2 Translokation von B-Catenin und der Lef/Tcf-Transkriptionsfaktoren

Das Protoonkogen B-Catenin ist strukturell mit Importin oo verwandt. Wahrend Importin o
aus einer N-terminalen IBB-Doméne und 10 ARM-Wiederholungen besteht, ist die Struktur
von -Catenin dreigeteilt (Abb. 8). 12 ARM-Wiederholungen werden von helikalen Doménen
flankiert, die in unstrukturierten Regionen enden (Xing et al., 2008). Im Gegensatz zu Impor-
tin a besitzt -Catenin keine NLS oder IBB-Domine. Trotzdem passiert B-Catenin den Kern-
porenkomplex ohne Hilfe von Transportfaktoren (Huber et al., 1996; Fagotto et al., 1998).
Auch Importin o gelangt in vitro Importin B-unabhingig in den Nukleus (Miyamoto et al.,
2002).

Kompetitionsexperimente zeigen, dass Importin 3 im Gegensatz zu Importin o die Trans-
lokation von B-Catenin konzentrationsabhédngig blockiert (Koike et al., 2004). Folglich neh-
men Importin § und B-Catenin eine andere Route durch den Kernporenkomplex als Importin
a. Diese Hypothese wird von in vitro Bindungsstudien gestiitzt. Wahrend Importin 3 sowohl
mit der an FG-Wiederholungen reichen zentralen Region von yNspl als auch mit dem nur
sechs FG-Sequenzen enthaltenden C-Terminus interagiert (Percipalle et al., 1997; Cushman et
al., 2006), bindet B-Catenin nur den C-Terminus (Fagotto et al., 1998). Ferner zeigt B-Catenin
im Uberlagerungsblot keine Interaktion mit den am Proteinimport beteiligten Nukleoporinen

Nup62, Nup214 oder Nup358 (Suh & Gumbiner, 2003). Daher ist Importin 3 entweder in der
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Abb. 8: Bindungspartner und Struktur von B-Catenin. Im Nukleus bindet B-Catenin (a) an
Lef/Tcfs und aktiviert transkriptionelle Co-Aktivatoren wie Legless/Bcl9 oder Chromatin umgestal-
tende Faktoren. Im Zytoplasma verankert -Catenin Cadherine {iber a-Catenin am Zytoskelett. Axin
und APC, die in beiden Kompartimenten prasent sind, interagieren mit den ARM-Wiederholungen 3-
7. Die 12 Arm-Wiederholungen (b) werden von helikalen Doménen flankiert, die in unstrukturierten
Regionen enden. Aus Gottardi & Pfeiffer (2008).

Auswahl seiner Interaktionspartner innerhalb des Kernporenkomplexes weniger selektiv oder
die Uberlappung mit denen von B-Catenin ist lediglich partiell.

Die Kartierungen der fiir Im- oder Export von B-Catenin notwendigen Sequenzen liefern
teilweise widerspriichliche Aussagen. Wéhrend Koike et al. (2004) die letzten beiden ARM-
Wiederholungen zusammen mit dem C-Terminus nennen, sind bei Wiechens & Fagotto
(2001) auch der N-Terminus bzw. die ersten acht ARM-Wiederholungen fiir den Export hin-
reichend. Sequenzanalysen zeigen, dass B-Catenin mindestens vier potentielle NES besitzt
und CRM1-abhingig exportiert werden kann (Ki et al., 2008).

Derzeit gibt es vier verschiedene Modelle fiir den B-Catenin-Export. Wahrend nach dem
ersten Modell B-Catenin transportrezeptorunabhéngig zwischen den Kompartimenten pendelt
(Koike et al., 2004), beruhen die weiteren Exportwege auf Interaktionen mit anderen Protei-
nen. Im zweiten Fall bindet der Exportrezeptor CRM1 direkt an eine der B-Catenin-NES und
exportiert das Protoonkogen (Ki et al., 2006; Ki et al., 2008). Drittens befordern die CRM1-
abhingig exportierten Pendelproteine APC, Axin oder GSK-38 B-Catenin Huckepack aus
dem Kern (Henderson & Fagotto, 2002; Cong & Varmus, 2004; Meares & Jope, 2007). Und
viertens transportiert der Exportfaktor RanBP3 -Catenin CRM1-unabhéngig ins Zytoplasma
(Hendriksen et al., 2005). Indes ist unklar, welchen Anteil die einzelnen Exportmodelle am [3-

Catenin-Export haben und inwiefern posttranslationale Modifikationen von B-Catenin die
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Transportwege beeinflussen. Zusammenfassend wird die Lokalisation des Protoonkogens [3-
Catenin dhnlich der Tumorsuppressorproteine APC, p53 oder Smad4 reguliert, die zwischen
Nukleus und Zytoplasma pendeln und sich im Gleichgewichtsfall {iberwiegend in einem
Kompartiment aufhalten, um dieses nach einem Stimulus rasch zu wechseln (Fabbro & Hen-
derson, 2003). Dabei wird die Verteilung von B-Catenin durch Retention reguliert (Krieghoff
et al., 2006).

Im Zellkern bindet B-Catenin an die Mitglieder der Lymphoid enhancer factor (Lef)/T-cell
factor (Tcf)-Familie, die zur Superfamilie der High-Mobility-Group (HMG)-Box-Proteinen
gehort (Barker et al., 2000). Die vier Mitglieder Lef-1, Tcf-1, Tcf-3 und Tef-4 erkennen spezi-
fisch 8-12 Basenpaare in der kleinen Furche der DNA-Doppelhelix (van Beest et al., 2000;
Brantjes et al., 2002). Allerdings besitzen sie selbst keine intrinsische RNA-Polymerase-re-
krutierende Aktivitét, sondern bendtigen -Catenin als aktivierende Komponente fiir die Ex-
pression ihrer Zielgene. Umgekehrt enthidlt B-Catenin keine DNA-Bindungsstelle und ist fiir
die Zielgenaktivierung auf die Lef/Tcf-Transkriptionsfaktoren angewiesen.

Die Lef/Tcf-Familienmitglieder besitzen eine NLS innerhalb ihrer HMG-Box. Obwohl
sich die NLS von humanem Lef-1 (KKKKRKREK) und Tcf-1 (KKKRRSREK) nur in zwei
Aminoséuren unterschieden, wird Lef-1 im Gegensatz zu Tcf-1 von Importin  zusammen mit
Importin ol oder a5 importiert (Prieve et al., 1998). Fiir Tcf-1 ist der Transportrezeptor noch
unbekannt. Bemerkenswerterweise sind nicht nur XLef-1, XTcf-1, XTcf-3 und XTcf-4 in der
Embryonalentwicklung von Xenopus laevis in distinkten Regionen des zukiinftigen Gehirns
exprimiert, sondern auch einige Transportrezeptoren weisen eine gewebsspezifische Expres-
sion auf (Wischnewski et al., 2000; Wischnewski et al., 2004; Arce et al., 2006; Hoppler &
Kavanagh, 2007).

Des Weiteren zeigen Studien mit mutiertem Lef-1 ohne NLS, dass B-Catenin hinreichend
fiir die Kernlokalisation von Lef-1 ist (Asally & Yoneda, 2005). Insoweit existieren fiir die
Lef/Tct-Transkriptionsfaktoren grundsétzlich zwei unabhéngige Importwege, wobei der po-
tentielle Transportrezeptor B-Catenin im Gegensatz zu den Karyopherinen vermutlich nicht

zwischen den verschiedenen Familienmitgliedern unterscheidet.
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1.5.3 Modelle des Kernporenmechanismus

Die Wirkungsweise des Kernporenkomplexes ist aufgrund seiner nanoskopischen Dimen-
sionen und seiner Vielschichtigkeit immer noch nicht vollstindig aufgeklért. In den letzten
zwanzig Jahren wurden mehrere, insbesondere auf biochemischen und elektronenmikroskopi-
schen Studien basierende Modelle postuliert (Abb. 9), die die Selektivitit der Barriere fiir
inerte Molekiile und Transportrezeptor-Kargo-Komplexe erkldren sollen (Fried & Kutay,
2003; Lim et al., 2008).

Unumstritten ist die Rolle der FG-Wiederholungen als ein wesentliches Element des Po-

renmechanismus. In jedem Kernporenkomplex befinden sich bis zu 12 unterschiedliche Nuk-
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Abb. 9: Postulierte Modelle des Translokationsmechanismus. Die FG-Wiederholungen des Kern-
porenkomplexes wirken aufgrund entropischer Bewegungen als eine Art virtuelles Tor (a), das einer-
seits als Barriere fiir inerte Molekiile fungiert und anderseits durch Bindung des Transportrezeptor-
Kargokomplexes dessen Translokationswahrscheinlichkeit erhoht. Nach dem Affinititsgradienten-
Modell (b) wird der Rezeptor-Kargo-Komplex an FG-Wiederholungen mit steigender Bindungsaffini-
tit weitergereicht. Das 6lige Spaghetti-Modell (c) schlédgt vor, dass die den zentralen Kanal ausklei-
denden FG-Wiederholungen nur von Rezeptor-Kargo-Komplexen zur Seite gedrangt werden konnen.
Aufgrund hydrophober Interaktionen zwischen den FG-Wiederholungen bildet sich ein ungesittigtes
oder ein gesittigtes Gel (d) mit einer einheitlichen Maschenbreite, das von den Rezeptor-Kargo-Kom-
plexen lokal aufgeschmolzen wird. Nach einem alternativen Modell (e) stellen sich die FG-
Wiederholungen hingegen zu einer Art sich zuféllig bewegender Polymerbiirste auf, die inerte Mole-
kiile abweist und durch die der Importin -Kargo-Komplex aufgrund kurzzeitiger Bindungen translo-
ziert. Aus Lim et al. (2008).
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leoporine mit FG-Wiederholungen (Rout et al., 2000). Damit ist die Transportroute mit min-
destens 128 FG-Doménen oder ~3,500 einzelnen FG-Wiederholungen bestiickt (Strawn et al.,
2004). Erstaunlicherweise bleibt die Funktionalitdt der selektiven Barriere auch nach Depleti-
on der Halfte dieser FG-Nukleoporine noch bestehen. Dabei sind die asymmetrisch verteilten
FG-Nukleoporine wie beispielsweise Nup153 und Nup214 oder das die zytoplasmatischen
Filamente bildende Nukleoporin Nup358 fiir den Kerntransport entbehrlich (Strawn et al.,
2004; Zeitler & Weis, 2004).

Das virtuelle Tormodell, das urspriinglich als Brownsches Affinititstormodell bezeichnet
wurde, betrachtet die Kernpore als entropische Barriere. Die Interaktion der Transportrezep-
tor-Kargo-Komplexe mit FG-Nukleoporinen erhoht deren Aufenthaltsdauer im Bereich des
Kernporenkomplexes und dadurch auch deren Translokationswahrscheinlichkeit. Der Poren-
durchtritt erfolgt durch Brownsche Molekularbewegung. Inerte Molekiile dagegen werden
zuriickgestoBBen. Wenn sie zufillig den Poreneingang finden, ist die Passage vom Molekiil-
durchmesser abhingig und oberhalb der Porenausschlussgrofle nicht méglich (Rout et al.,
2000; Rout et al., 2003; Alber et al., 2007).

Nach dem Affinitdtsgradientenmodell bewegt sich der Transportrezeptor-Kargo-Komplex
von einer FG-Domine zur nichsten, wobei die Affinitét stetig zunimmt. RanGTP oder Ran-
GAP initiieren die Dissoziation von den terminalen FG-Doménen und beenden dadurch den
Transportweg (Ben-Efraim & Gerace, 2001).

Das olige Spaghetti-Modell postuliert, dass durch den mit FG-Doménen bestiickten
Transportkanal Molekiile mit einem Durchmesser bis zu 10 nm frei diffundieren. Grofere
Molekiile werden durch die FG-Doménen behindert. Die Transportkomplexe interagieren
transient mit den FG-Wiederholungen und translozieren aufgrund zufélliger Bewegung. Die
Transportrichtung ist keine Eigenschaft der Kernpore, sondern wird durch die Stabilitét der
Transportkomplexe in Gegenwart von RanGTP bestimmt (Macara, 2001).

Im Modell der selektiven Phasen, das neuerdings als hydrophobes Gel-Modell bezeichnet
wird, bilden die FG-Doménen aufgrund hydrophober Wechselwirkungen ein Gel. Dabei defi-
nieren sowohl die Maschenweite des Netzwerks als auch die hydrophobe Natur des Gels die
Porenausschlussgrofe fiir die freie Diffusion. Die Transportrezeptor-Kargo-Komplexe
schmelzen aufgrund ihrer Interaktionen mit den FG-Doménen lokal das Gel auf und passieren
derart die selektive Barriere (Ribbeck & Gorlich, 2002). Die FG-Doménen von yNspl poly-
merisieren in vitro zu einem Hydrogel, das allerdings erst bei einer Konzentration von
2.2 mM fsFG-Doménen die Eigenschaft einer selektiven Barriere aufweist. Unterhalb dieser

Konzentration sind nicht alle hydrophoben FG-Wiederholungen miteinander verbunden und
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das Gel liegt in einer ungesittigten Konformation vor, die auch gro8eren Molekiilen die Pas-
sage erlaubt (Frey et al., 2006; Frey & Gorlich, 2007).

Die durch einen unphysiologischen pH-Wertsprung induzierte yNsp1-Polymerisation ldsst
sich allerdings im Niederaffinititsbindungsassay nicht bestitigen. Dabei wurde die Wechsel-
wirkung zwischen an Glutathion-Sepharose immobilisierten und fluoreszent markierten Hefe-
Nukleoporinen analysiert, wobei nur GLFG-Doméanen schwache kohdsive Bindungen eingin-
gen, die FxXFG-Dominen wie beispielsweise yNspl aber nicht (Patel et al., 2007). Infolgedes-
sen schlugen die Autoren ein Doppeltor-Modell vor, das eine Synthese aus dem virtuellen
Tormodell und dem selektiven Phasenmodell darstellt. Wahrend die GLFG-Doménen des
zentralen Rings ein hydrophobes Netzwerk bilden, agieren die peripheren FG-Nukleoporine
sowohl attraktiv fiir Transportkomplexe als auch repulsiv auf inerte Molekiile.

Nach dem Modell des reversiblen nanomechanischen Kollapses stehen die FxFG-
Dominen aufgrund der hohen Packungsdichte und ihrer Entropie von der Oberfldche ab.
Wihrend inerte Molekiile durch die Polymerbiirste zuriickgestoBen werden, verursacht die
Bindung eines Transportrezeptor-Kargo-Komplexes lokal einen reversiblen Kollaps (Lim et

al., 2006; Lim et al., 2007).
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1.6 Methoden zur Untersuchung des Kerntransports

Die Fluoreszenzmikroskopie bietet sich aufgrund ihrer hohen zeitlichen Auflosung fiir die
Untersuchung physiologischer Prozesse wie den Kerntransport an. Doch die Verwendung
fokussierten Lichts unterliegt der Beugungsgrenze, nach der sich nur die Objekte von einan-
der unterscheiden lassen, deren Hauptmaxima mindestens um Ad=A/(2n sina) voneinander
getrennt sind (Abbe, 1873; Lord Rayleigh, 1879; Lord Rayleigh, 1896). Da die Wellenldnge
des Lichts A auf 400-700 nm und der halbe Offnungswinkel des Lichtkegels o auf <70° be-
grenzt sind, liegt die in der klassischen Lichtmikroskopie erreichbare laterale Auflosung o-

berhalb 200 nm.

1.6.1 Ultrahochauflésende Fernfeldmikroskopie

Zur Uberwindung der Beugungsbegrenzung wurden sowohl weitfeld- als auch nahfeldop-
tische Verfahren mit unterschiedlichen physikalischen oder mathematischen Ansdtzen entwi-
ckelt, die sich verschiedenartig auf die laterale oder axiale Auflosung auswirken (Abb. 10) (de
Lange et al., 2001; Hell, 2007; Rice, 2007).

In der konfokalen Mikroskopie wird die von auB3erhalb des Fokus stammende Fluoreszenz
durch eine Lochblende blockiert und dadurch sowohl die axiale als auch die laterale Auflo-
sung deutlich verbessert (Abb. 10). Die Verwendung gepulsten, infraroten Laserlichts in der
Zwei-Photonen-Weitfeldmikroskopie reduziert das Anregungsvoxel axial, da nur die Fluo-
rophore angeregt werden, die simultan zwei Photonen absorbieren. Die Wahrscheinlichkeit
dafiir ist quadratisch proportional zur Anregungsintensitit und somit im Laserfokus als dem

Ort der hochsten Photonendichte am hochsten (Jaiswal & Simon, 2007).

Abb. 10: Auflésungen unterschiedli-
cher abbildender Verfahren. Weitfeld-
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Dennoch wird bei diesen beiden fernfeldoptischen Verfahren die Beugungsgrenze von
Ar=A/2n >200 nm und Az=A >450 nm an sich lediglich verschoben, aber nicht wirklich {iber-
wunden (Hell, 2007). Durch den Einsatz stehender Wellenfelder indes ldsst sich die axiale
Auflosung im Vergleich zur Epifluoreszenzmikroskopie um das Drei- bis Siebenfache stei-
gern (Hell, 2007). Dazu wird die Probe in dem stehenden Wellenfeld, das durch die Interfe-
renz zweier aufeinander zulaufender kohdrenter Laserstrahlen erzeugt wird, schrittweise ent-
lang der Achse der beiden sich gegeniiberliegenden Objektive bewegt. Diese Technik wird in
der I’M-, SMI- und 4Pi-Mikrokopie eingesetzt.

Im 3D-Weitfeldfluoreszenzmikroskop I’M konnten fixierte Mikrotubuli mit unter 100 nm
Auflésung dargestellt werden (Gustafsson et al., 1999). In der Gruppe von Prof. Dr. Dr. Cre-
mer wurden mit einem dhnlichen, als Spatially Modulated Illumination (SMI) bezeichnetes
Verfahren, 40 nm grofe Nanopartikel axial exakt abgebildet (Failla et al., 2002), wéhrend die
laterale Auflosung weiterhin beugungsbegrenzt blieb.

Die 4Pi-Mikroskopie verbindet die stehenden Wellenfelder mit der konfokalen Mikrosko-
pie, so dass die Probe nicht nur axial in Ebenen unterteilt sondern auch jede Ebene selbst
punktweise abgebildet wird (Abb. 11). Aufgrund konstruktiver Interferenzen entstehen ober-
und unterhalb der Brennebene Seitenmaxima, die sich zundchst mittels Zwei-Photonen-
anregung reduzieren und schlussendlich mathematisch entfernen lassen (Hell, 2007). Die
Kombination von kohdrenter Anregung mit kohdrenter Detektion ermdglicht axiale Aufldsun-
gen zwischen 80 und 150 nm (Gugel et al., 2004).

Die wichtigste Einschrankung der Fluoreszenzmikroskopie mit stehenden Wellen ist die
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Abb. 11: Prinzip der konfokalen, der 4Pi- und der STED-Mikroskopie. Das eingestrahlte Licht
(blau) wird im konfokalen Mikroskop (a) durch die Linse beugungsbegrenzt fokussiert, wobei die in
diesem Voxel angeregte Fluoreszenz (griin) detektiert wird. Durch die Kombination der Wellenfelder
aus zwei gegeniiberliegenden Objektiven (b) wird die z-Aufldsung bei der 4Pi-Mikroskopie deutlich
verbessert. In der STED-Mikroskopie (¢) dagegen wird der Anregungsstrahl (blau) durch einen Donut-
formigen STED-Strahl (orange) iiberlagert, welcher die vom Anregungsstrahl erzeugte Fluoreszenz
abfiihrt, so dass sich die effektiv detektierbare Fluoreszenz (griin) auf einen Durchmesser von bei-
spielsweise 20 nm reduziert. Aus Hell (2007).
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Probenstirke, die sich bei den Weitfeldansitzen in der Gréf3enordnung der verwendeten Wel-
lenlénge bewegt und bei der 4Pi-Mikroskopie nur etwa 200 nm betragen sollte (Rice, 2007).
Des Weiteren sind diese Techniken aufgrund der aufwendigen Justage zeitraubend.

Bei der STED (Stimulated Emission Depletion)-Mikroskopie wird der Radius der detek-
tierten Fluoreszenz dadurch eingeengt, dass die in der Peripherie des Fokus befindlichen Fluo-
rophore reversibel in einen nichtfluoreszierenden Zustand iiberfiihrt werden (Abb. 11). Dabei
wird der beugungsbegrenzte, anregende Lichtstrahl mit einem langwelligeren, die Abregung
stimulierenden STED-Lichtstrahl {iberlagert, der in der Mitte iiber eine Nullstelle verfiigt und
die Energie der im angeregten Zustand S; befindlichen Fluorophore als ein weiteres Photon
abfiihrt (Hell, 2007). Die resultierende laterale Auflosung wird durch die Dimension der Null-
stelle im STED-Strahl bestimmt. Die Ubersittigung der stimulierten Emission gewihrleistet
einerseits die effektive Abregung der peripheren Fluorophore, kann aber auf der anderen Seite
durch rasche interne S;-T;-Uberginge innerhalb von Pikosekunden zum Bleichen fiihren. Die
niedrige Wiederholungsrate der synchron gepulsten Laser ermoglicht die Relaxation des
Triplett- in den Grundzustand, wobei mit dieser T-REX genannten Modifikation der STED-
Mikroskopie eine laterale Auflosung zwischen 15 und 20 nm moglich sind (Donnert et al.,
2006). Kiirzlich konnten 30 nm groe Nanopartikel in einem Zwei-Farben-STED-Mikroskop
mit dem griinen Kanal exakt und im roten Kanal mit 65 nm abgebildet werden (Donnert et al.,
2007). Die axiale STED-Auflosung liegt durch ein zusétzliches abregendes Maximum ober-
halb der Fokusebene bei 100 nm, kann aber theoretisch durch Kombination mit der 4PI-
Mikroskopie auf 33-60 nm gesteigert werden (Hell, 2007).

Nachteilig ist insbesondere die fiir konfokale Darstellungen typische lange Aufnahmedau-
er (Rice, 2007), welche sich analog der konfokalen Mikroskopie durch multiple Anregung
und Detektion mittels CCD-Kamera deutlich reduziert 14sst.

Die mathematischen ultrahochauflosenden Konzepte beruhen auf der Punktspreizfunktion
(PSF) einzelner Fluorophore in beugungsbegrenzten Aufnahmen. Dabei wird die Lokalisation
der Fluorophore anhand ihrer PSF mit extrem hoher Genauigkeit von beispielsweise 1.5 nm
bestimmt (Rice, 2007). Derart wurden mit einem Weitfeldfluoreszenzmikroskop in einer vis-
kosen Losung diffundierende GFP-Molekiile bzw. einzelne Rhodamin-Fluorophore in einer
Lipiddoppelschicht mit 30 nm und membranstindiges GFP-markiertes Pom121 mit 10 nm
Genauigkeit lokalisiert (Schmidt et al., 1996; Kubitscheck et al., 2000; Kubitscheck et al.,
2005).
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Allerdings kann bei dieser Methode der feststehende Emissionsdipol des Fluorophors je
nach seiner rdumlichen Orientierung beziiglich der Polaritit des eingestrahlten Laserlichts

einen signifikanten Fehler von bis zu 10 nm in der Lokalisation bewirken (Rice, 2007).

1.6.2 Nahfeldoptische Mikroskopie

Die Nahfeldoptik betrachtet die nanometrische Informationen in den nicht-propagierenden
(evaneszenten) Anteilen des elektromagnetischen Feldes, die der klassischen Lichtmikrosko-
pie nicht unmittelbar zugénglich sind. Allgemein besitzt ein an einem submikroskopischen
Objekt gestreutes elektromagnetisches Feld sowohl propagierende als auch evaneszente An-
teile, wobei letztere mit einem unter <A/2 abnehmenden Objektdurchmesser an Bedeutung
gewinnen (Vigoureux & Courjon, 1992). Propagierendes Licht der Wellenldnge A ist durch
die Ausbreitungsbeziehung c=A*v streng an die Frequenz v gekoppelt, wohingegen der nicht-
propagierende Charakter der evaneszenten Moden auf deren Unabhéngigkeit von dieser Be-
ziehung beruht (Naber, 2003). Die Amplitude der evaneszenten Wellen fallt vielmehr expo-
nentiell mit dem Abstand z ab, so dass diese im Fernfeld (z>>A) nicht mehr detektierbar sind,
sofern sie nicht zuvor in propagierende Moden umgewandelt wurden (Vigoureux et al., 1992).
Diese Wandlung kann beispielsweise durch Beugung der nicht-propagierenden Welle an einer
nanoskalischen Apertur in einem lichtundurchldssigen Metallfilm oder einem submikroskopi-
schen Partikel wie einem Fluorophor geschehen.

In der TIR (Total Internal Reflection)-Fluoreszenzmikroskopie wird durch Totalreflektion
eines kohédrenten Laserstrahls an der Grenzfliche zwischen einem hoch- und einem niedrig-
brechenden Medium in letzterem ein evaneszentes Feld von 50 bis 150 nm Hohe erzeugt
(Toomre & Manstein, 2001). Dadurch konnen plasmamembrannahe Prozesse in einer leben-
den Zelle weitgehend streulichtfrei in Echtzeit beobachtet und in Kombination mit Fluores-
zenz-Korrelation-Spektrokopie auch deren Dynamiken analysiert werden (Jaiswal & Simon,
2007). Dabei bleibt die axiale Detektion auf das evaneszente Feld beschrankt und die Auflo-
sung lateral weiterhin beugungsbegrenzt.

Mittels seriell photoaktivierter und anschlieend gebleichter Fluorophore konnten Betzig
et al. (2006) im TIR-Fluoreszenzmikroskop eine Lokalisationsgenauigkeit von 10 nm erzie-
len, in dem sie in zahlreichen Einzelaufnahmen mittels der Punktspreizfunktion die exakte
Position einzelner Fluorophore berechneten und diese am Ende zu einem hochaufgeldsten
Gesamtbild vereinigten.

Dariiber hinaus ermdglicht der Einsatz einer U-formigen Hyperlinse aus nanostrukturier-
tem Metamaterial die Umwandlung der evaneszenten Wellen von dem auf dem Boden des

Linsenhalbrunds gelegenen submikroskopischen Objekt in eine propagierende Welle (Liu et
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al., 2007c). Dabei vergroBBert die plankonkave Gestalt der Superlinse das nanoskopische Ob-
jekt in eine mit einem optischen Lichtmikroskop darstellbare Dimension und erlaubt eine late-
rale Auflésung von 130 nm.

Die Superlinse dagegen verstérkt die evaneszenten Wellen durch Kopplung an die Ober-
flichenplasmonenstrahlung. Sie besteht aus einer einlagigen Materialschicht mit einem nega-
tiven Brechungsindex und erméglicht Aufldsungen im Bereich von 70 nm (Smolyaninov et
al., 2007). Ein alternatives Konzept beschreibt eine abgeflachte Fernfeldsuperlinse mit perio-
dischen Furchen zur Umwandlung der stehenden Wellen durch einen stirkeren Plasmonreso-
nanzeffekt und 50 nm Auflésung (Liu et al., 2007b).

In einer bemerkenswerten Kombination aus optischer Rasternahfeld- und Zwei-Photonen-
Lasermikroskopie verwendeten Nakayama et al. (2007) einen gepulsten Infrarotlaser, der so-
wohl als optische Pinzette die etwa flinf Mikrometer langen Nanordhren aus Kaliumniobat
(KNbO3) positionierte als auch via Frequenzverdopplung die unter 200 nm starken Nanoroh-
ren als eine evaneszente Lichtquelle mit einer Wellenldnge von 532 nm erstrahlen lie. Auch
wenn die Autoren keine Auflosungsgrenze angeben, so scheint dieser Methode das Potential
zur Uberwindung der Beugungsgrenze inhérent zu sein.

Allerdings wurde dieses neue ultrahochauflosende Abbildungsverfahren ebenso wie die
Hyper- und Superlinsen bisher nur an artifiziellen Strukturen getestet; die Erprobung an bio-

logischen Proben steht noch aus.

1.6.3 Optische Rasternahfeldmikroskopie

Die physikalischen und mathematischen Grundlagen der optischen Rasternahfeldmikros-
kopie (SNOM) sowie der apparative Aufbau und dessen Verdnderungen wurden in zahlrei-
chen Arbeiten der Arbeitsgruppe von PD Dr. A. Naber detailliert beschrieben (Hppener,
2003; Naber, 2003; Johnas, 2004; Dief3el, 2006; Pérez, 2008).

Das Konzept der Nahfeldmikroskopie wurde bereits 1928 von E. Synge formuliert, indem
er vorschlug, diinne Schnitte biologischer Proben mit einer starken Lichtquelle durch eine 100
nm grofle Apertur in einem opaken Metallfilm in einem Abstand unterhalb des Apertur-
durchmessers punktuell zu beleuchten. Das in Vergessenheit geratene Gedankenexperiment
wurde mehr als flinfzig Jahre spéater im Zuge der Entwicklung des Rastertunnelmikroskops
von zwei unterschiedlichen Arbeitsgruppen unabhingig voneinander erneut erfunden und
realisiert (Lewis et al., 1984; Pohl et al., 1984). Zu Beginn der neunziger Jahre erreichten Bet-
zig und Kollegen durch den Einsatz konisch zulaufender, metallbeschichteter Apertursonden

Auflosungen bis zu 12 nm und konnten experimentell zeigen, dass sich die Auflosung mit



1 Einleitung 30

|
©

_ 0614

Ax = h sinto) (Abbe) Ax>d Ax>d

Abb. 12: Schematische Gegenuberstellung der Auflésung eines beugungsbegrenzten optischen
Mikroskops und zweier optischer Rasternahfeldmikroskopansatze. (a) Das Rayleigh-Kriterium
bestimmt den minimalen Abstand zweier noch getrennt wahrnehmbarer, beugungsbegrenzter Objekte
Ax in Abhingigkeit von der Wellenlinge A, dem Brechungsindex n und dem Offnungswinkel o.. Bei
einem optischen Rasternahfeldmikroskop hingegen wird die Auflésung in erster Naherung nur durch
die GroBe der nanoskopischen Lichtquelle (b) oder den Aperturdurchmesser (c¢) und nicht mehr durch
die Wellenldnge des verwendeten Lichts bestimmt. Aus Novotny & Stranick (2006).

zunehmender Apertur-Objekt-Entfernung schon bereits nach einigen Nanometern verschlech-
tert (Betzig et al., 1991; Betzig & Trautman, 1992; Betzig & Chichester, 1993).

In der optischen Rasternahfeldmikroskopie finden Sonden sowohl mit als auch ohne A-
pertur Anwendung (Abb. 12). Die aus einer Spitze oder einem Partikel bestehenden, apertur-
losen Sonden wandeln entweder die evaneszenten Wellen des laserilluminierten, submikro-
skopischen Objekts in propagierende um oder wirken aufgrund unmittelbarer Bestrahlung
selbst als nanoskopische Lichtquellen (Novotny & Stranick, 2006). Die Apertursonden wie-
derum bestehen hiufig aus einer Glasfaser, deren Ende sich aufgrund eines Atzprozesses oder

thermischen Zugs verjiingt und die mit einer lichtundurchldssigen Metallschicht bedampft

wurde. Da sowohl Konuswinkel als auch Aperturdurchmesser die Transmissionseigenschat-
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Abb. 13: Die Transmission wird mit abnehmendem Aperturdurchmesser geringer. (a) Die sich
verjiingende, metallbeschichtete Glasfaser bewirkt die Aufspaltung der Moden, bis nur noch die
Grundschwingung (HE,;-Mode) propagiert. Unter einem Durchmesser von 160 nm erfdhrt selbst die
Grundmode (A=488 nm) eine exponentielle Dampfung. (b) Dieser Effekt kann durch VergroBerung
des vollen Konuswinkels oo kompensiert werden. Aus Hecht et al. (2000).
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ten der Sonde beeinflussen (Abb. 13), werden meist Aperturen von 50-100 nm Durchmesser
verwendet (Hecht et al., 2000). Die Intensitéit an der Apertur ldsst sich nur begrenzt durch die
Erhohung der eingestrahlten Laserleistung steigern, da dadurch nicht nur die Apertursonde
aufgeheizt, sondern auch oberhalb eines bestimmten Werts der Metallmantel {iber eine vom
Konuswinkel abhédngige Linge beschddigt wird (Dickenson et al., 2007). Der volle Konus-
winkel thermisch gezogener Sonden ist mit typischerweise <20° kleiner als der chemisch ge-
atzter oder mechanisch geschliffener Sonden (Hoppener, 2003). Prinzipiell lassen sich Sonden
mit bis zu 180° Offnungswinkel herstellen, wodurch sich allerdings aufgrund des betrichtli-
chen Sondendurchmessers auf Aperturhéhe sowohl die optische als auch die topographische
Auflosung verschlechtern wiirde.

Durch die Entwicklung dreiseitiger (TA) Apertursonden mit einem Gesamtéffnungswin-
kel von 90° konnte der Transmissionskoeffizient im Vergleich zu zirkuldren Sonden dhnlicher
Auflésung um drei Zehnerpotenzen gesteigert werden (Naber et al., 2002). Die Apertur dieser
aus einem Deckglas hergestellten Sonden wird durch vorsichtiges Driicken auf eine glatte
Oberflache erzeugt (Abb. 14). In Einzelmolekiilmessungen wurde mit solchen Sonden eine
laterale Auflosung von 30 nm erzielt und die exakte Orientierung der fluoreszierenden Nano-
partikel gemessen (Molenda et al., 2005). Die TA-Sonden werden ebenso wie die Faserson-
den am Zinken einer als Kraftsensor dienenden piezoelektrischen Quarzstimmgabel befestigt

und zu vertikalen Schwingungen unter 1 nm Amplitude angeregt (Tapping-Mode). Bei der
a) | b) |

Abb. 14: Herstellung und Aufbau einer dreiseitigen (TA) Sonde. Der metallbeschichtete Glaskor-
per (a) wird vorsichtig gegen eine ebene Glasoberflidche gepresst, so dass durch Verdrangung des wei-
cheren Metallfilms die Apertur (TAA) entsteht (b). Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen einer
gedriickten TA-Sonde zeigen in Aufsicht die winzige Apertur im Metallmantel (c) und in der Seiten-
ansicht die Ebenheit des Sondenplateaus (d). Die TA-Sonde ist fiir die Kraftabstandkontrolle an einem
aus einer Quarzstimmgabel bestehenden Kraftsensor befestigt und mit einem Prisma versehen (e), in
das der Laserstrahl eingekoppelt wird (f). Aus Naber (2003).

metall-
beschichteter
Glaskorper
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Annidherung an die Probenoberfliche verdndern sich sowohl die Resonanzfrequenz als auch
die Amplitude, wobei die an einem Zinken angebrachte Sonde nicht nur diesen Effekt auf die
Resonanzfrequenz schmilert, sondern auch die Giite der Stimmgabel beeintrdchtigt (Naber,
1999).

Als alternative Kraftabstandkontrolle kann die Scherkraftmikroskopie eingesetzt werden,
bei der beide Zinken der Stimmgabel senkrecht auf die Probenoberfldche zeigen und nicht wie
im Tapping-Mode parallel zu ihr ausgerichtet sind, wobei die Fasersonde {iber die gesamte
Zinkenldnge mit der Stimmgabel verbunden ist. Die Tatsache, dass zur Vermeidung der Ei-
genschwingungen der Sondenspitze diese nur einige Hundert Mikrometer iiber den Zinken
hinausragen darf, hat sich bei Messungen in Fliissigkeit als unvorteilhaft herausgestellt, da die
Stimmgabel bereits bei einem Millimeter Fliissigkeitspegel mit ihren Zinken eintaucht
(Hoppener, 2003). Die im Tapping-Mode betriebene Kraftabstandskontrolle erlaubt es dage-
gen, ohne merkliche Einbuen der Kraftempfindlichkeit, bis zu drei Millimeter lange Faser-
sonden an der Stimmgabel zu befestigen und damit Eintauchtiefen von bis zu zwei Millimeter
zu realisieren (Hoppener, 2003). Die geringe Hohe der TA-Sonden indes wirft bei Messungen
in Fliissigkeit hinsichtlich der Kraftabstandskontrolle der Scherkraftmikroskopie &hnliche
Probleme auf, so dass der Verzicht auf die herkdmmliche Sonden-Probenoberflichen-
Kontrolle und die Entwicklung einer neuen Strategie fiir die Analyse des Kerntransports mit
der optischen Nahfeldmikroskopie notwendig erscheint (Dief3el, 2006).

Die Schwierigkeit der Kraftabstandskontrolle in Fliissigkeit hat den Durchbruch der opti-
schen Rasternahfeldmikroskopie verglichen mit der TIRFM in der biologischen Forschung
behindert. Mittels Tapping-Mode-kontrollierter Fasersonden wurde die fluoreszent markierte
Kernmembran von Xenopus laevis Oozyten mit 60 nm Aufldsung abgebildet (Hoppener et al.,
2005). In einem anderen Ansatz, bei dem eine Tauchglocke die auf Scherkraftmikroskopie
basierende Kraftabstandskontrolle vor der Fliissigkeit schiitzte, konnte die submikroskopische
Organisation von Typ C-Lektinen auf unreifen dendritischen Zellen mit einer Auflésung von
90 nm dargestellt werden (Koopman et al., 2004). Mittels Bleichen einzelner Molekiile und
der subtraktiven Uberlagerung der Bilderserie einer mikroskopischen Gruppierung konnte
kiirzlich die Lokalisationsgenauigkeit einzelner Typ C-Lektine auf 6 nm gesteigert werden (de
Bakker et al., 2007). Mit einem kommerziellen, ebenfalls die Scherkraftmikroskopie einset-
zenden SNOM, wurde jlingst die Verteilung der mit halbleitenden Nanokristallen markierten,
unstimulierten und stimulierten T-Zellrezeptoren mit 50 nm optischer Auflésung abgebildet

(Chen et al., 2008).



1 Einleitung 33

Aufgrund des Nischendaseins der optischen Nahfeldmikroskopie in der biologischen For-
schung und der damit verbundenen Reduktion auf ihr ultrahochauflésendes Potential ist die
Vernetzung mit anderen Techniken zur Aufkldrung dynamischer Prozesse oder von Protein-
Protein-Interaktionen wie beispielsweise der Forster-Resonanzenergie-Transfer (FRET) oder

der Fluoreszenz-Korrelationsspektroskopie (FCS) sehr selten.

1.6.4 Fluoreszenz-Korrelationsspektroskopie

Die Fluoreszenz-Korrelationsspektroskopie (FCS) ist eine auf Einzelmolekiilspektrosko-
pie basierende Technik. Dabei werden die Intensitatsfluktuationen fluoreszierender Molekiile
in einem System, das sich im Gleichgewicht befindet, statistisch analysiert, um molekulare
Ereignisse wie Diffusion, Transport, chemische Reaktionen oder Konformationsdnderungen
zu bestimmen (Abb. 15). Die Methode wurde 1972 von Magde et al. zur Untersuchung der
Diffusions- und Reaktionskonstanten von Ethidiumbromid und doppelstringiger DNA vorge-
stellt. FCS erfuhr in den neunziger Jahren aufgrund der Kombination mit der konfokalen Mik-
roskopie eine Renaissance, die durch Reduktion des effektiven Detektionsvolumens den Ein-
satz nanomolarer Fluorophorkonzentrationen ermdglichte (Krichevsky & Bonnet, 2002).

Intensitatsfluktuationen entstehen im einfachsten Fall durch fluoreszierende Molekiile, die
frei in das Anregungsvolumen hinein- und herausdiffundieren. Um quantitative Aussagen aus
dem stochastischen, mit einer hochsensitiven Photodiode gemessenen Intensitétssignal zu er-
halten, wird die Autokorrelationsfunktion G(t) des fluktuierenden Signals F(t) bestimmt. Fiir
frei bewegliche Molekiile beschreibt die charakteristische Abklingzeit von G(t) die mittlere
Aufenthaltsdauer eines Molekiils im Detektionsvolumen, aus welcher sich der Diffusionsko-
effizient berechnen ldsst. Dieser ist nach der Stokes-Einstein-Beziehung proportional zur
Temperatur und reziprok zur Viskositit der Losung bzw. dem hydrodynamischen Teilchenra-
dius (Schwille & Haustein, 2002).

Zusitzlich zum Diffusionskoeffizienten kann mittels FCS auch die Konzentration be-
stimmt werden. Im Gegensatz zur konfokalen Mikroskopie, bei der hohere Fluorophorkon-
zentrationen zu einem besseren Signal-Rausch-Verhéltnis beitragen, sollten sich bei FCS-Ex-
perimenten im Mittel lediglich bis zu zehn Fluorophore im Detektionsvolumen befinden, da
sich ansonsten die Intensititsfluktuationen iiberlagern.

Befinden sich zwei unterschiedliche Molekiilarten in der Losung, so ist ihre Unterscheid-
barkeit von der gezihlten Photonenzahl, dem Grdéfenunterschied und ihrer Konzentration ab-
hiangig. Bei einem starkem Fluoreszenzsignal und vergleichbarer Quantenausbeute konnen die
beiden Spezies nur dann getrennt voneinander wahrgenommen werden, wenn sich ihre Diffu-

sionszeiten mindestens um den Faktor 1.6 unterscheiden (Meseth et al., 1999).
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Abb. 15: Mittels Fluoreszenz-Korrelationsspektroskopie kann sowohl die Diffusionszeit als auch
die Konzentration ermittelt werden. Fluoreszierende Molekiile, die sich durch das optisch definierte
Detektionsvolumen bewegen (a), erzeugen eine geringe Fluktuation im detektierten Signal F(t) (b).
Durch Fluoreszenz-Korrelationsspektroskopie wird die Selbstdhnlichkeit des Signals nach einer Zeit-
differenz t bestimmt. (¢) Zur Veranschaulichung wurden Kopien der beobachteten Fluktuation F(t+1)
relativ zum Originalsignal F(t) um die Zeitdifferenz t verschoben. Entsprechend der Autokorrelations-
funktion G(t) (d) werden F(t) und F(t+1) miteinander multipliziert. Die relativ tiberlappende Flache
ergibt den Autokorrelationswert flir diese Zeitdifferenz t (e). Die Zeit, bei der die Amplitude auf die
Hilfte des Ausgangswerts abgefallen ist, gibt die mittlere Aufenthaltsdauer des fluoreszierenden Mo-
lekiils im Detektionsvolumen an und daraus ldsst sich die Diffusionszeit berechnen. Bei steigender
Konzentration (f) sinkt die Amplitude G(0) proportional zur Teilchenzahl. Die VergroBerung des Par-
tikeldurchmessers (g) hingegen bewirkt durch eine ldngere Aufenthaltsdauer im Detektionsvolumen
ein Anstieg der Diffusionszeit. Aus Haustein & Schwille (2004).

Einer der bedeutenden Vorteile der Fluoreszenz-Korrelationsspektroskopie ist der grof3e
dynamische Rahmen, der fiir Messungen zur Verfligung steht. Dadurch lassen sich aus FCS-
Messungen nicht nur Aussagen iiber translatorische und rotatorische Diffusion, den aktiven
Transport und den laminaren Fluss von Molekiilen, sondern auch iiber chemische Reaktionen

und intramolekulare Prozesse ableiten (Schwille & Haustein, 2002).
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2 Zielsetzung

Obwohl die Struktur des Kernporenkomplexes innerhalb der letzten Jahre eingehend un-
tersucht wurde und zahlreiche molekulare Details beschrieben sind, werden die dynamischen
Prozesse, die dem Kerntransport zugrunde liegen, kontrovers diskutiert.

Ziel dieser Arbeit ist es, eine Methode zu entwickeln, die hochaufgeloste Einzelmolekiil-
messungen an intakten Kernporen erlaubt. Dabei ist die optische Rasternahfeldmikroskopie
(SNOM) aufgrund ihrer hervorragenden Einzelmolekiildetektivitit bei gleichzeitig sehr hoher
lateraler Auflosung die Methode der Wahl. Die begrenzte Eindringtiefe des evaneszenten Fel-
des bewirkt zusitzlich eine extrem hohe axiale Auflosung. Durch die erstmalige Kombination
mit der Fluoreszenz-Korrelationsspektroskopie soll ein leistungsstarkes Instrument zur Beo-
bachtung von Einzelmolekiilbewegungen geschaffen werden.

Dazu soll die Kernmembran aus Oozyten von Xenopus laevis freitragend prépariert und
die Giite der Préaparation sowohl mittels Fluoreszenz- als auch Rasterkraftmikroskopie verifi-
ziert werden. Dieser Ansatz schlieft die nahfeldoptische Abbildung der freistehenden Memb-
ran ein. Fiir die Analyse der Translokationsprozesse werden fluoreszent markierte Proteine
eingesetzt, deren Funktionalitit nach rekombinanter Expression und chromatographischer
Aufreinigung in vitro bestitigt wurde. Bevor der Kerntransport von Effektoren der Wnt-
Signalkaskade analysiert werden kann, soll die Funktionalitit des neuartigen SNOM-FCS-
Autfbaus anhand von Translokationsstudien des gut charakterisierten Transportrezeptors Ntf2
validiert werden. Dieser Ansatz wiirde Bewegungen innerhalb der Kernpore erstmals zeitlich

hochaufgeldst zeigen.
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3.1 Material

3.1.1 Antikorper
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Die folgende tabellarische Zusammenstellung enthilt die im Rahmen dieser Arbeit fiir

immunochemische Fiarbungen (IF) und Immun-Blot-Analysen (WB) eingesetzte Antikdrper.

Tab. 1: Zusammenstellung der verwendeten priméaren und sekundéaren Antikorper

Primire Antigen Spezies Verdiinnung Referenz
Antikorper
op-Aktin Klone AC-15 Maus 1:2000 IF Sigma GmbH
(DDDIAALVIDNGSGK) (monoklonal) 1:10 000 WB (Taufkirchen)
o Arp3 (CYEEIGPSIVRHNPVF  Kaninchen Welch et al.,
GVMS) (polyklonal) unverdiinnt 1997
aBSA Rinderserumalbumin Kaninchen 1:100 IF Biomol GmbH
(polyklonal) (Hamburg)
oHiss fiinf aufeinanderfolgende = Maus Qiagen GmbH
Histidine (monoklonal) 1:200 WB (Hilden)
oLamin Klon X223 Maus unverdiinnt ~ Hoger et al.,
Xenopus Lamin LIT / LIII  (monoklonal) 1:20 WB 1990
olLef-1 Klon 5F12-111, Lef-1 Ratte K. Mansperger
(Doméne A und B) (monoklonal) 1:10 WB (Miinchen)
mAb414 Zellkerne aus der Ratten- Maus 1:1000 IF Covance (Ber-
leber (monoklonal)  1:5000 WB keley, USA)
oNupl153-C2  hNupl53 (aal375-1602)  Maus 1:500 IF Fahrenkrog
(C-Terminus) (monoklonal) 1:500 WB etal., 2002
oaNupl153-Z hNup153 (aa655-926) Kaninchen 1:1 000 IF Fahrenkrog
(Zinkfinger-Domaéne) (polyklonal) 1:1 000 WB etal., 2002
Sekundére Antikorper Antigen Spezies  Verdiinnung Referenz
a-Kaninchen (GAR) IgG (H+L)  Ziege 1:100 Invitrogen GmbH
Alexa Fluor® 532 Konjugat (Karlsruhe)
a-Kaninchen (GAR) IgG (H+L)  Ziege 1:100 Invitrogen GmbH
Alexa Fluor® 633 Konjugat (Karlsruhe)
a-Kaninchen Meerrettich- IgG+IgM  Ziege 1:20 000 Dianova (Hamburg)
peroxidase Konjugat (H+L)
a-Maus (GAM) IgG (H+L)  Ziege 1:100 Invitrogen GmbH
Alexa Fluor® 532 Konjugat (Karlsruhe)
a-Maus (GAM) IgG (H+L)  Ziege 1:100 Invitrogen GmbH
Alexa Fluor® 633 Konjugat (Karlsruhe)
a-Maus Meerrettich- IgG+IgM  Ziege 1:20 000 Dianova (Hamburg)
peroxidase Konjugat (H+L)
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3.1.2 Chemikalien und Verbrauchsmaterialien

Alle nicht explizit aufgefiihrten Reagenzien wurden iiber die folgenden Firmen bezogen:
AppliChem GmbH (Darmstadt), Fluka Chemie GmbH (Taufkirchen), Merck KGaA (Darm-
stadt), Carl Roth GmbH & Co (Karlsruhe) oder Sigma Aldrich Chemie GmbH (Taufkirchen).

Agarose fiir DNA Elektrophorese

Alexa Fluor® 633 Cs maleimide

Ammoniumpersulfat

Complete EDTA-frei Protease
Inhibitor Cocktail Tabletten

Desoxyribonukleotide

Dextran, Texas Red”™ (70 kDa)

Dil C18(3)

Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium

Fotales Kélberserum (FKS)

Hellmanex® II

Kammerdeckglas, Lab-Tek®™

Latex Microparticles (Polystyrol)

Leibovitz’s L-15 Medium

2-log DNA Marker

Magermilchpulver

NBT/BCIP

Penicillin-Streptomycin

Phalloidin, Oregon Green® 488

Precision Plus Protein™ Standards

Protein Assay Farbstoff-Konzentrat

Natriumdodecylsulfat (SDS)

SDS-PAGE Standard (broad range)

Su-8 5 Negativ-Fotolack

Su-8 Entwickler

Surgicryl USP 4/0 EP 1.5

Sylgard® 184 Base Silicone Elastomer

Sylgard® 184 Curing Agent

TCEP

Trypsin EDTA

Serva Electrophoresis GmbH (Heidelberg)
Invitrogen GmbH (Karlsruhe)
Bio-Rad Laboratories GmbH (Miinchen)

Roche Diagnostics GmbH (Mannheim)
Promega GmbH (Mannheim)

Invitrogen GmbH (Karlsruhe)

Invitrogen GmbH (Karlsruhe)

Cambrex Bio Science (Verviers, Belgien)
Invitrogen GmbH (Karlsruhe)

Hellma GmbH (Miillheim)

Nunc GmbH & Co.KG (Wiesbaden)
Serva Electrophoresis GmbH (Heidelberg)
Cambrex Bio Science (Verviers, Belgien)
New England Biolabs GmbH (Frankfurt/Main)
Heirler Cenovis GmbH (Radolfzell)
Roche Diagnostics GmbH (Mannheim)
Cambrex Bio Science (Verviers, Belgien)
Invitrogen GmbH (Karlsruhe)

Bio-Rad Laboratories GmbH (Miinchen)
Bio-Rad Laboratories GmbH (Miinchen)
Serva Electrophoresis GmbH (Heidelberg)
Bio-Rad Laboratories GmbH (Miinchen)
Micro Resist Technology GmbH, (Berlin)
Micro Resist Technology GmbH, (Berlin)
Heiland Vet GmbH (Hamburg)

Dow Corning Corp., (Michigan, USA)
Dow Corning Corp., (Michigan, USA)
Merckbiosciences GmbH (Schwalbach)

Cambrex Bio Science (Verviers, Belgien)
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3.1.3 Enzyme
Creatin-Phosphokinase
GoTaq” DNA-Polymerase
Pfu turbo® DNA-Polymerase

Sigma Aldrich Chemie GmbH (Taufkirchen)
Promega GmbH (Mannheim)

Stratagene Europe (Amsterdam, NL)
Restriktionsendonukleasen

Thrombin

Promega GmbH (Mannheim)
Sigma Aldrich Chemie GmbH (Taufkirchen)

3.1.4 Mikroorganismen und Zelllinien
Zur Permeabilisierung wurden murine Fibroblastenzellen (L-929, DSMZ Braunschweig)
und zur Klonierung bzw. fiir die Expression rekombinanter Proteine die folgenden E. coli

Stamme verwendet.

Tab. 2: Ubersicht der verwendeten Mikroorganismen

Name Genotyp Referenz

E. coli BL21 F’, ompT, hsdSg(rg", mg’), dcm, gal, (DE3) Invitrogen GmbH

(DE3) (Karlsruhe)

E. coli BL21 F, ompT, hsdS(rs” mg"), dem”, Tet", gal, A(DE3), Stratagene (Ams-

(DE3) RIL endA, Hte, [argU ileYleuW Camr] terdam, NL)

E. coli BL21 F~, ompT, hsdS(ry" mg"), dem”, Tet', gal, A(DE3), Stratagene (Ams-

(DE3) RIPL endA, Hte, [argU proLCamr] [argU ileY leuW terdam, NL)
Strep/Specr]

E. coli IM109 endAl, recAl, gyrA96, thi, hsdR17 (r- m+), relAl,  Promega GmbH
SupE44, A(lac-proAB), [F’ traD36 proAB lacl'Z (Mannheim)
AM15]

E. coli M15 Nals, StrS, RifS, Thi™, Lac™, Ara™, Gal™, Mtl~, F, Qiagen GmbH
RecA”, Uvr™, Lon™ (Hilden)

E. coli Origami™ F ompT hsdSy(rs” mp’) gal dem lacY1 ahpC (DE3) Novagen® Merck

B (DE3) gor522:: Tn10 trxB (Kan®, Tet®) KGaA (Darmstadt)

E. coli Rosetta™
(DE3)

F ompT hsdSg(rg” mg’) gal dem (DE3) pRARE
(Cam®)

Novagen® Merck
KGaA (Darmstadt)

E. coli Rosetta
gami™ (DE3)

A(ara-leu)7697 AlacX74 AphoA Pvull phoR ara-
D139 ahpC galE galK rpsL (DE3) F[lac+ lacl® pro]
gor522::Tn10 trxB pRARE (Cam®, Kan®, Str*, Tet®)

Novagen® Merck
KGaA (Darmstadt)

E. coli Rosetta

F ompT hsdSg (r5” mg ") gal dcm lacY1 ahpC (DE3)

Novagen® Merck

gami™ B (DE3)  g0r522::Tnl0 trxB pRARE (Cam®, Kan®, Tet®) KGaA (Darmstadt)
E. coli SG13009  Nals, StrS, RifS, Thi-, Lac™, Ara™, Gal™, Mtl", F, Qiagen GmbH
RecA”, Uvr™, Lon™ (Hilden)

E. coli Tgl

SUpE, thi, A(lac-proAB) A(mcrB-hsdSM)5(ry- my-)
[F” traD36 proAB lacl’ZAM15]

Stratagene (Ams-
terdam, NL)
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3.1.5 Plasmide
In der vorliegenden Arbeit wurden die folgenden Plasmide zur Klonierung und zur Ex-
pression rekombinanter Proteine verwendet.

Tab. 3: Konstrukte zur Expression und Klonierung rekombinanter Fusionsproteine

Name Spezies Vektor Tag Referenz

GNG SV-40 pGEX-5 GST Marg et al., 2004
GST-B-Catenin ~ Murin pGEX-4T1 GST A. Menke (Ulm)

GST-Ntf-2 Human pGEX-2T GST J-P. Siebrasse (Bonn)
GST-Ran Human pGEX-2T GST Plafker & Macara, 2000
Importin a2 Maus pET-21a 6x His  Radtke et al., 2001

Importin a3 Human pQE-60 6x His Welch et al., 1999

Importin B1 Human pQE-60 5x His  Kutay et al., 1997

pGEM®-T - pGEM®-T - Promega GmbH (Mannheim)
pQE-30 - pQE-30 6x His Qiagen GmbH (Hilden)
pRSET A - pRSET A 6x His Invitrogen GmbH (Karlsruhe)
XLef-1 Xenopus  pCS2 - D. Gradl (Karlsruhe)

XTct-1 Xenopus  pCS2+FLAG FLAG K. Mansperger (Miinchen)

Die Expressionsvektoren pQE-30 und pRSET unterscheiden sich nicht nur in der Anzahl
der Kopien pro Bakterienzellen, sondern auch in der Steuerung des Expressionssystems.

Der aus der pDS-Plasmidfamilie stammende Vektor pQE-30 basiert auf dem T5-Pro-
motor-Transkriptions-Translationssystem. Das optimierte Promotor-Operator Element (TS5 +
lacO) besteht aus dem Phage-T5-Promotor, der von der E. coli RNA-Polymerase erkannt
wird, und zwei lac-Operatorsequenzen, die durch die erhéhte Bindungswahrscheinlichkeit des
lac-Repressors die effiziente Repression des starken T5-Promotors sicherstellen. Daran
schliet sich eine synthetische ribosomale Bindungsstelle fiir eine hohe Translationsrate an.
Eine aus sechs Histidinen bestehende Affinitdtsmarkierung (6xHis-tag) befindet sich 5’ der
zahlreichen Restriktionsschnittstellen fiir die Insertion eines DNA-Fragments. Die Transkrip-
tion des klonierten Fusionskonstrukts wird durch zwei starke Terminatoren beendet. Zwi-
schen den Terminatorsequenzen t, des Phagen A und T1 des rrnB-Operons von E. coli befin-
det sich ein Chloramphenicol-Acetyltransferase-Gen, das aufgrund des fehlenden eigenen
Promotors normalerweise nicht exprimiert wird. Das Plasmid, das in wenigen Kopien pro
Bakterienzellen vorliegt, enthdlt den Replikationsursprung ColE1 und fiir die selektive

Amplifikation ein Ampicillin-Resistenzgen (AmpR).
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Die sehr hohe Transkriptionsrate des TS5-Promotors wird durch das Doppeloperatorsystem
in Kombination mit der konstitutiven Expression des lac-Repressors in trans kontrolliert. Das
pREB4 Plasmid triagt neben dem lacl-Gen ein Kanamycin-Resistenzgen fiir die selektive bak-
terielle Amplifikation. Das pl5A-Replikon sorgt fiir eine geringe Zahl des von pACYC ab-
stammenden Helferplasmids in der Zelle.

Der Vektor pRSET besitzt den T7-Promotor, der im Phagen T7 die Expression des Gens
10 initiiert. Daran schlieBt sich das Translationsinitiationscodon ATG und eine aus sechs
Histidinen bestehende Affinititsmarkierung (6xHis-tag) an. Das Transkript wird durch eine
30 Basenpaare lange Sequenz aus dem bereits erwidhnten Gen 10 stabilisiert. Fiir den immu-
nologischen Nachweis des Fusionsproteins ist das aus acht Aminosduren bestehende
Xpress™ Epitop eingefiigt, das zur Abtrennung des 31 Aminosduren langen N-Terminus des
Fusionsproteins die Erkennungssequenz einer Enterokinase beinhaltet. Die zahlreichen Re-
striktionsschnittstellen fiir die Insertion eines DNA-Fragments werden 3’ von der T7-Ter-
minatorsequenz begrenzt. Das Riickgrat des pRSET stammt aus dem Vektor pUC und enthilt
fiir die selektive bakterielle Amplifikation ein Ampicillin-Resistenzgen (AmpR). Das Plasmid
tragt sowohl den Replikationsursprung f1 (f1 ori) fiir die Produktion einzelstringiger Phagen-

DNA und das Replikon (pUC ori) fiir die hohe Replikation und das Wachstum in E. coli.

3.1.6 Primer zur Klonierung rekombinanter DNA

Die Oligonukleotide wurden von der Firma Biomers.net GmbH (Ulm) in Auftrags-
synthese hergestellt.
Klonierung von Lef-1 in den Vektor pRSET A

fwd 5°-CCTCTCGAGA TGCCTCAGCT CTCTGGAGCA-3’

rev 5’-GATTGT ACTCGAGTGA TCAGCAGCTG CCTCTGATGT AGGCAGCTGT CATTCT-3’
Klonierung von Lef-1 in den Vektor pQE-30

fwd 5°-CGGGGTACCA TGCCTCAGCT CTCTGGAGCA-3’

rev 5’-AGAATGACAG CTGCCTACAT CAGAGGCAGC TGCTGAGTCG ACGTCG-3’
Mutagenese von Lef-1 in pQE-30 und pRSET

fwd 5°-GTCTCCACCC ATTCCGCGGA CAAGCAACAA GGTCCCAGTG GTGCAG-3’

rev 5°-CTGCACCACT GGGACCTTGT TGCTTGTCCG CGGAATGGGT GGAGAC-3’
Klonierung von XTcf-1 in den Vektor pQE-30

fwd 5’ -CGGGGTACCA TGCCCCAAAT GAACAGCGCC-3’

rev 5’-GACTGGTGCG GCCCATGCAG AGCCAGCTGC TAAGTCGACG TCG-3°
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Plasmiddetektion in transformierten Bakterienzellen

Importin o3 21 fwd 5’-GGACAACCAA CGGCTCAAG-3’

Importin a3 481 rev 5’-GTGGCACAGC ATTGGACTG-3’

Importin 1 28 fwd 5’-ACCGTGTCTC CCGATCGGCT GG-3’

Importin 1 484 rev 5’-CCGATGGCTT CCAATGTCGA CTCC-3’

Lef-1 643 fwd 5’-CCACACCATA TGGTTTCTGG-3’

Lef-1 1119 rev 5’-CTGCACCACT GGGACCTTGT TGCTTGTCCG
CGGAATGGGT GGAGAC-3°

3.1.7 Proteinreinigungssysteme
Benzamidine Sepharose™ 4 FF (high sub)
Spectra/Por” 1 Dialysemembrane
Glutathione Sepharose™ 4 FF
GSTrap FF 1 ml

GSTrap HP 5 ml

HisTrap HP 1 ml

Mono Q 5/50 GL

NAP-5™

Ni**-NTA Agarose

Slide-A-Lyzer Dialyse-Kassetten
Superdex 75 10/300 GL

Superdex 200 10/300 GL

Vivaspin-Séulen

3.1.8 Reagenziensysteme

Alexa Fluor® 532 Antibody Labeling Kit
Alexa Fluor” 633 Protein Labeling Kit

ECL Plus Western Blotting Detection System
HMW Gel Filtration Calibration Kit

LMW Gel Filtration Calibration Kit

Qdot” Antibody Conjugation Kit

Pure Yield™ Plasmid Midiprep System
Wizard® Plus SV Minipreps

Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System

GE Healthcare Europe GmbH (Miinchen)
Spectrum Europe B.V. (DG Breda, NL)
GE Healthcare Europe GmbH (Miinchen)
GE Healthcare Europe GmbH (Miinchen)
GE Healthcare Europe GmbH (Miinchen)
GE Healthcare Europe GmbH (Miinchen)
GE Healthcare Europe GmbH (Miinchen)
GE Healthcare Europe GmbH (Miinchen)
Qiagen GmbH (Hilden)

Pierce Science Deutschland GmbH (Bonn)
GE Healthcare Europe GmbH (Miinchen)
GE Healthcare Europe GmbH (Miinchen)
Sartorius AG (Gottingen)

Invitrogen GmbH (Karlsruhe)
Invitrogen GmbH (Karlsruhe)
GE Healthcare Europe GmbH (Miinchen)
GE Healthcare Europe GmbH (Miinchen)
GE Healthcare Europe GmbH (Miinchen)
Invitrogen GmbH (Karlsruhe)
Promega GmbH (Mannheim)
Promega GmbH (Mannheim)
Promega GmbH (Mannheim)
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3.1.9 Gerate
Dokumentation Agarosegele
Dokumentation Western Blot
mit Software
Fast Protein Liquid Chroma-
tography (FPLC)
Flachbettgelelektrophorese
Fluoreszenzmikroskop
mit Digitalkamera
und Software
Fokussierter Ionenstrahl
Gewebehomogenisator
Konfokales Laserscanning
Mikroskop
Nahfeldoptischer Aufbau:
Inverses Mikroskop
Digitalkamera
XYZ-beweglicher Tisch
CCD-Kamera
Avalanche Photodiode
633 nm
532 nm

Laser

Gel Max, Intas GmbH (Gottingen)

Diana II, Raytest GmbH (Straubenhardt)

Aida Image Analyzer V3.40, Raytest GmbH (Straubenhardt)
BioLogic HR mit Fraktionssammler Modell 2118,

Bio-Rad Laboratories GmbH (Miinchen)

Hoefer™ HE 33, Amersham Biosciences (Freiburg)
DMIRE2, Leica Microsystems AG (Bensheim)
C4742-95-12 ERG, Hamamatsu GmbH (Herrsching)
Openlab 4.0.3, Openlab (Heidelberg)

1540 EsB CrossBeam, Carl Zeiss SMT AG (Oberkochen)
Ultra Turrax T8, IKL Labortechnik GmbH (Staufen)

LSM 510 Meta, Carl Zeiss Microlmaging GmbH (Goéttingen)

Eclipse TE2000-U, Nikon GmbH (Diisseldorf)

Digital Sight DS-2MBW, Nikon GmbH (Diisseldorf)
P-517.3CL, Physik Instruments GmbH (Karlsruhe)

CCD Fingerkamera, Conrad Elektronik SE (Hirschau)
SPCM-AQR-14, Lasercomponents GmbH (Olching)
Helium-Neon-Laser 31-2108-000, Coherent (Dieburg)
Millennia V S/N 1502, Spectra-Physics Laser Inc. (Cal, USA)

Computer mit Zahlerkarte FAST 7882 und 16Bit-Digital/Analog-Wandlerkarte

Software

FCS

PCR-Cycler
Rasterkraftmikroskop

Rotationsbeschichter
Schiittelinkubator
SDS-PAGE-Zubehor
Stereomikroskop

Acquetek PA-DA16ERMA, Electronic GmbH

WSxM 4.0, Nanotec Electronica S.L. (Madrid, Spanien)
TimeHarp200 PC Karte, PicoQuant GmbH (Berlin)

mit Korrelations- und Analysesoftware von PD Dr. A. Naber
iCycler, Bio-Rad Laboratories GmbH (Miinchen)

Nano Wizard® II BioAFM, JPK Instruments AG (Berlin)
montiert auf AxioObserver A1, Carl Zeiss GmbH (Go6ttingen)
WS-400A-6NPP/LITE, Laurell Inc. (North Wales, USA)
Orbital Shaker, Thermo Forma Inc. (Marietta, USA)

Mini Protean II™, Bio-Rad Laboratories GmbH (Miinchen)
Leica S6E mit L2, Leica Microsystems AG (Bensheim)
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Tank Blot-Apparatur
Tischzentrifugen

Ultraschallbad

Ultrazentrifugen

UV-Lampe
UV/VIS Spektralphotometer

Zellaufschlussgerite

Mini Trans Blot, Bio-Rad Laboratories GmbH (Miinchen)
Biofuge fresco, Kendro GmbH (Rodenbach)

Centrifuge 5415R, Eppendorf AG (Hamburg)

Multifuge 3S-R, Kendro GmbH (Rodenbach)

Sonorex RK 100H, Bandelin electronic GmbH (Berlin)
Sorvall Discovery M120 SE mit Festwinkelrotor S80-AT3,
Kendro GmbH, Rodenbach

Beckman Avanti J-30 I mit Festwinkelrotor JA 30.50Ti,
Beckman Coulter GmbH (Krefeld)

UVAHAND 250, Dr. Honle AG (Grifelfing)

Ultrospec 2100pro, Amersham Biosciences (Freiburg) mit
Ultra-Mikro-Kiivette 105.200-QS, Hellma GmbH (Miillheim)
EmulsiFlex C3, Avestin Europe GmbH (Mannheim)
Sonoplus HD 2070 mit Stufenhorn SH 70G und Sonotrode
MS72, Bandelin electronic GmbH (Berlin)

3.2 Molekularbiologische Methoden

3.2.1 Puffer und Losungen

Alle Losungen werden entweder autoklaviert oder aus sterilen Stammldsungen und Aqua

bidest. angesetzt. Bei der Verwendung von nicht autoklavierbaren Chemikalien wie z.B. Me-

thanol bzw. Glukose werden die Losungen durch Sterilfiltration (@ 0.2 pm) entkeimt.

e Antibiotikum-Stammldsungen (1 000x)

Ampicillin-Stammlosung: 50 mg Ampicillin pro ml a.bidest., bei —20°C lagern.

Kanamycin-Stammldsung: 30 mg Kanamycin pro ml a.bidest., bei —20°C lagern.

Hogness-Einfriermedium

132 mM KH,PO4, 362 mM K;HPOy4, 13.6 mM (NH4),SO4, 4.2 mM Na-Zitrat,

4.77 M Glycerin, autoklavieren, 4 mM MgSO4 zugeben.

6x Ladepuffer fiir DNA-Auftrennung

0.25% (w/v) Bromphenolblau, 0.25% (w/v) Xylencyanol, 36% (v/v) Glycerin, 29.7 mM
Tris pH 7.6, bei 4°C lagern.

LB amp/kana-Agar-Platten

1.5% (w/v) Select Agar in LB-Medium l6sen und autoklavieren; nach Abkiihlen auf 55°C
1 ml der gewiinschten Antibiotikum-Stammldsung pro Liter zugeben und in Petrischalen

(9 9.4 cm) gieBen; die erkalteten Platten werden kopfiiber bei 4°C gelagert.
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e LB (Luria Bertani)-Medium
1% (w/v) Baktotrypton, 0.5% (w/v) Hefeextrakt, 1% (w/v) NaCl, pH 7.0.
e LBampkana-Medium
1 ml der gewiinschten Antibiotikum-Stammldsung pro Liter LB-Medium.
e SOC-Medium
2% (w/v) Baktotrypton, 0.5% (w/v) Hefeextrakt, 0.05% (w/v) NaCl, pH 7.0, autoklavie-
ren, 10 mM MgCl,, 10 mM MgSO4 und 20 mM Glucose zugeben und sterilfiltrieren.
o TAE-Puffer
40 mM Tris-Acetat pH 8.3, 1 mM EDTA.
e TFBI
100 mM RbCl, 50 mM MnCl,, 30 mM Kaliumacetat, 10 mM CacCl,, 15% (v/v) Glycerin,
pH 5.8 mit Essigsédure einstellen und sterilfiltrieren.
e TFB2
100 mM MOPS, 10 mM RbCl, 75 mM CaCl,, 15% (v/v) Glycerin, pH 6.8 mit KOH ein-

stellen und sterilfiltrieren.

3.2.2 Restriktionsanalyse von DNA

Bakterielle Restriktionsendonukleasen erkennen spezifische, meist palindromische DNA-
Sequenzen und durchtrennen den DNA-Doppelstrang entweder glatt oder mit tiberhdngenden
Enden.

Fiir die Restriktionsanalyse werden 3 U Restriktionsendonuklease pro pg DNA und ein
Zehntel Volumen des entsprechenden 10fach konzentrierten Puffers {iber Nacht in einem An-

satzvolumen von 20 pl bei der optimalen Reaktionstemperatur inkubiert.

3.2.3 Analytische Flachbettgelelektrophorese

DNA-Fragmente wandern unter dem Einfluss eines elektrischen Feldes proportional ihrer
GroBe durch die Agarosematrix. Je kleiner ein Molekiil ist, desto schneller kommt es voran.

Fiir ein Flachbettgel werden 1.5% (w/v) Agarose in TAE-Puffer durch Aufkochen gelost
und nach kurzer Abkiihlung mit 0.01 pl Ethidiumbromid pro ml versetzt. Sobald die Suspen-
sion eine Temperatur von etwa 50°C erreicht hat, wird sie in die vorbereitete Form gegossen.
Nach Aushirtung werden die mit Ladepuffer versetzten Proben in die Geltaschen gegeben
und durch Anlegen einer Gleichspannung von 80 bis 120 V aufgetrennt, bis die Laufmittel-
front die gewlinschte Position erreicht hat. Ethidiumbromid interkaliert in die DNA und emit-
tiert nach UV-Anregung, so dass das durch die Auftrennung entstandene Bandenmuster do-

kumentiert werden kann.
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Die GroBenzuordnung der DNA-Banden erfolgt durch den Laufstreckenvergleich mit ei-
nem parallel auf dem Gel aufgetrennten DNA-Standard-Grof8enmarker. In der vorliegenden

Arbeit wurde der 2-log DNA-Marker der Firma New England Biolabs verwendet.

3.2.4 Praparative Flachbettgelelektrophorese

Die im Agarosegel aufgetrennten DNA-Fragmente konnen unter UV-Licht mit einem
Skalpell aus der Matrix herausgeschnitten werden. Die DNA wird anschlieBend mittels eines
Kits (Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System von Promega) entsprechend den Herstel-
lerangaben extrahiert. Dazu wird das Agarosestiick zehn Minuten lang bei 50-65°C im selben
Volumen Membranbindungslosung geschmolzen (100 mg Agarose ~100 pl). Dieser Puffer
enthdlt chaotrope Salze, die die Struktur von Wasser modifizieren, und senkt den pH-Wert, so
dass die DNA-Fragmente im néichsten Schritt an eine Silika-Gel-Membran adsorbieren kon-
nen. Verunreinigungen wie Agarose, Ethidiumbromid und Farbstoffe flieBen wihrend der
einminiitigen Zentrifugation bei 16 000 g durch die Matrix. Die Salze werden mit 700 pl e-
thanolhaltiger Membranwaschlosung ausgewaschen und das noch in der Matrix vorhandene
Ethanol durch eine zweite einminiitige Zentrifugation entfernt. Die DNA-Fragmente werden

mit 40 pl sterilem a.bidest. aus der Membran eluiert.

3.2.5 Amplifikation spezifischer DNA-Fragmente mittels PCR

Eine zwischen zwei flankierenden Primern liegende DNA-Sequenz kann mit Hilfe der Po-
lymerase-Kettenreaktion (PCR) exponentiell amplifiziert werden. Dazu stehen verschiedene
hitzestabile DNA-Polymerasen zur Verfiigung. Die Tag-Polymerase arbeitet schnell, besitzt
aber eine Fehlerrate von 1 x 10” Fehler pro Base (Herstellerangabe) und wird deshalb in der
analytischen PCR eingesetzt. Die Pfu turbo®™ DNA-Polymerase arbeitet aufgrund ihrer 3°—5’-
Exonuklease-Aktivitit langsamer, aber mit einer dreizehnfach hoheren Genauigkeit als die
Tag-Polymerase (Herstellerangabe) und wurde in der vorliegenden Arbeit fiir Klonierungen
verwendet.

Fiir 50 pl Ansatzvolumen werden 5 pl 10x PCR Puffer, 0.2 mM dNTPs, die beiden Primer
je 0.25 uM, 50 ng DNA-Matrize und 2.5 U Pfu turbo” DNA-Polymerase auf Eis in ein 0.2 ml
Reaktionsgefd gegeben und mit einem spezifischen Programm amplifiziert. Zu Programm-
beginn wird der Ansatz zwei Minuten lang bei 94°C inkubiert. In jedem Programmzyklus
wird die DNA-Matrize zuerst fiir 30 Sekunden bei 94°C denaturiert, dann folgt eine halbe
Minute bei 55°C fiir die Primerbindung und anschliefend die Elongation bei 70°C, deren

Dauer, beginnend bei einer Minute, in 40-Sekundenschritten auf sieben Minuten gesteigert
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wird. Die Gesamtzyklenzahl betrdgt 36. AnschlieBend wird der Ansatz noch weitere sieben

Minuten bei 70°C inkubiert und auf 4°C gekiihlt.

3.2.6 Sequenzspezifische Mutagenese

Uber die Primer kénnen auch sequenzspezifische Verinderungen mittels PCR in eine
DNA-Sequenz eingefiigt werden. Dabei sind neben einem Basenaustausch auch kleinere De-
letionen oder Insertionen mdglich. Die Primer werden so konzipiert, dass die Mutation mittig
liegt. Die Amplifikation erfolgt durch die Pfu turbo® DNA-Polymerase. Das bakterielle, me-
thylierte Matrizenplasmid wird nach der Amplifikation durch einen Verdau mit der Restrikti-
onsendonuklease Dpn | spezifisch abgebaut. Das nicht-methylierte Amplifikat ist vor dem
Verdau durch Dpn | geschiitzt.

Alle Schritte werden nach dem Protokoll des QuikChange® Multi Site-Directed Mutage-
nesis Kit (Stratagene) durchgefiihrt. In einem Gesamtreaktionsvolumen von 25 ul werden
100 ng DNA-Matrize, je 100 ng der beiden Primer, 2.5 pl 10x Reaktionspuffer, 2.5 M dNTPs
und 2.5 U Pfu DNA-Polymerase auf Eis gemischt. Der Ansatz wird zundchst eine Minute bei
94°C inkubiert.

Die PCR beinhaltet 20 Zyklen, bestehend aus einer Minute Denaturierung bei 94°C, einer
Minute Primerbindung bei 55°C und zwdlf Minuten Elongation bei 65°C. Anschliefend wird
der Reaktionsansatz auf 14°C abgekiihlt und eine Stunde lang mit 10 U Dpn | bei 37°C ver-
daut.

3.2.7 Ligation von DNA-Fragmenten

Bei der enzymatischen Ligation von DNA-Fragmenten werden die Phosphatbriicken in
der DNA enzymatisch geschlossen.

Fiir die Ligation werden in einem 10 pl Ansatz 7,5 ng Vektor, das einzufiigende DNA-
Fragment im dreifachen molaren Uberschuss und 1 pl 10x T4 Ligationspuffer verwendet. Die
Ligation wird durch Zugabe von 3 Einheiten T4 DNA-Ligase gestartet und erfolgt bei 14°C
iber Nacht.

3.2.8 Herstellung und Transformation chemokompetenter E. coli

Zur Herstellung chemokompetenter Bakterien wird eine Fliissigkultur von 10 ml LB-Me-
dium mit einigen Zellen des gewiinschten E. coli-Stamms mittels einer sterilen Pipettenspitze
inokuliert. Aus dieser Ubernachtkultur wird eine Primérkultur von 1 1 auf 37°C vorgewirm-
tem LB-Medium angeimpft und bei 37°C so lange geschiittelt, bis sie eine optische Dichte bei
600 nm (ODggo) von 0.5-0.8 erreicht hat. Die Bakterienkultur wird fiinf Minuten auf Eis ge-
kiihlt und dann fiinf Minuten bei 4000 g kalt sedimentiert. AnschlieBend werden die Bakterien
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in 1/25 des Ausgangsvolumens kaltem TFB1 resuspendiert und 60-90 Minuten auf Eis inku-
biert. Nach einer fiinfminiitigen kalten Zentrifugation bei 4000 g wird das Bakteriensediment
in 1/250 des Ausgangsvolumens eiskaltem TFB2 gelost. Die Bakteriensuspension wird zu je
100 pl aliquotiert und in fliissigem Stickstoff schockgefroren. Die chemokompetenten Bakte-
rien sind bei —80°C ungefdhr 6 Monate haltbar.

Fiir die Transformation chemokompetenter Bakterien werden 1 ul Plasmid-DNA, 3 pl des
Dpn | verdauten Mutageneseansatzes oder 2-5 pl Ligationsansatz mit der Bakteriensuspension
vermischt und 30 Minuten auf Eis inkubiert. Die positiv geladenen Calcium-Ionen komplexie-
ren mit der negativ geladenen DNA und den Lipopolysacchariden der Bakterienmembran.
Durch den sich anschlieBenden 45 Sekunden langen Hitzeschock werden die Kalzium-DNA-
Komplexe in die Bakterienzellen aufgenommen. Zur Regeneration der Membran werden die
Zellen fiir zwei Minuten auf Eis inkubiert. Danach werden die Bakterien mit 900 ul SOC-
Medium fiir eine Stunde bei 37°C auf dem Schiittler bei 225 rpm inkubiert. AnschlieBend
werden je nach Anzahl der zu erwartenden Kolonien 100-200 pl auf LBamp/kana-Agar-Platten

ausgestrichen bzw. in eine Fliissigkultur gegeben und iiber Nacht bei 37°C inkubiert.

3.2.9 Anlegen von Bakteriendauerkulturen
Dauerkulturen werden angelegt, indem 900 pl einer in der logarithmischen Wachstums-
phase befindlichen Bakterienkultur mit 100 pl Hogness-Einfriermedium versetzt und durch-

mischt werden. Die Bakterien konnen bei -80°C iiber mehrere Jahre konserviert werden.

3.2.10 Isolierung bakterieller Plasmid-DNA im Klein- und Mittelmaf3stab

Bei dieser Methode wird die Plasmid-DNA nach selektiver Fallung chromosomaler DNA
an eine Affinitdtsmatrix adsorbiert, wodurch DNA hohen Reinheitsgrades gewonnen wird.

Fiir die Isolierung im KleinmaBstab geniigt eine 2 ml LB anp-Ubernachtkultur aus E. coli-
Zellen, die mit rekombinanten Plasmiden transformiert wurden. Die Bakterien werden bei
17 900 g eine Minute lang abzentrifugiert und in 250 pl Zellresuspensionslosung geldst. Die
alkalische Lyse erfolgt durch Zugabe von 250 pul NaOH-SDS-haltiger Zelllysislosung. SDS
16st die Phospholipide und Membranproteine; NaOH denaturiert chromosomale und Plasmid-
DNA bzw. Proteine. Nach fiinf Minuten wird 10 pl alkalische Protease-LOsung zugegeben
und abermals fiir fiinf Minuten inkubiert. Die Reaktion wird durch Zugabe von 350 pl der
hochsalzhaltigen Neutralisationslosung gestoppt. Die hohe Salzkonzentration der Losung lésst
KDS (Kaliumdodecylsulfat) prizipitieren und mit denaturierten Proteinen, zellwandgebunde-
ner chromosomaler DNA und Zelltrimmern Komplexe bilden. Die kleinere ringformige

Plasmid-DNA renaturiert und bleibt in Losung. Der anschlieBende Zentrifugationsschritt
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trennt die Prazipitate ab. Nach der Adsorption an die Silika-Membran wird die Plasmid-DNA
zweimal mit 750 pl bzw. 250 pl ethanolhaltiger Sdulenwaschlosung gereinigt. Dadurch wer-
den die chaotropen Salze, die die Elution unterbinden, entfernt und die Plasmid-DNA mit 40

ul sterilem a.bidest. eluiert.

Bei der Isolierung im MittelmaBstab erfolgen Resuspension, Lysis und Neutralisation ent-
sprechend der Isolierung im KleinmaRstab in groBeren Volumina. Die Behandlung mit alkali-
scher Protease-Losung entfillt. Stattdessen werden bakterielle Endotoxine durch einen zusitz-

lichen Waschschritt entfernt. Die Elution erfolgt mit 600 pl sterilem a.bidest..

3.2.11 Fallung und Reinigung von DNA

Fiir die Féallung von Nukleinsduren wird die Losung mit einem Zehntel ihres Volumens
3 M Natriumacetat pH 5.2 sowie zwei Volumina absolutem Ethanol gemischt. AnschlieBend
wird die Losung eine Stunde bei —80°C oder iiber Nacht bei —20°C gelagert. Die prézipitierten
Nukleinsduren werden bei 4°C wéhrend 20 Minuten bei 20 000 g sedimentiert. Das Prazipitat
wird mit 70% (v/v) Ethanol gewaschen und bei 42°C getrocknet.

Alternativ zur Fillung mit Ethanol kann man auch Isopropanol verwenden. Dabei werden
der Losung 0.7 Volumen Isopropanol zugegeben. Das Prizipitat wird ebenfalls mit 70% (v/v)

Ethanol gewaschen.

Bei der Reinigung durch Phenolextraktion werden die Nukleinsduren in wissriger Losung
mit 0.5 Volumen Phenol pH 7.8 versetzt, ausgeschiittelt und zur Phasentrennung fiinf Minu-
ten bei 20 000 g zentrifugiert. Ein Grof3teil der Proteine wird dadurch gefillt und erscheint in
der unteren, organischen Phase. Eine anschlieende Extraktion mit 0.5 Volumen Chloroform/

Isoamylalkohol (24:1) entzieht der wissrigen Losung Phenolreste.

3.2.12 Konzentrationsbestimmung von DNA

Die Konzentration von Nukleinsduren kann geschétzt werden, indem man nach einer
Flachbettgelelektrophorese die Intensitdt der Probenbanden mit der des DNA-GroBenmarkers
vergleicht.

Fiir eine genaue Bestimmung wird aus der Absorption einer Losung die DNA-Konzentra-
tion und -Reinheit errechnet (photometrische Konzentrationsbestimmung). Das Absorptions-
maxium von Nukleinsduren liegt bei einer Wellenldnge von 260 nm, das der Proteine bei
280 nm. Aus einer ODyg9 von 1.0 errechnet sich nach dem Lambert-Beerschen-Gesetz fir
doppelstrangige DNA eine Konzentration von 50 pg/ml, fiir einzelstringige DNA bzw. RNA
40 pg/ml. Aus dem Quotient der optischen Dichten bei 260 nm und 280 nm wird die Reinheit

errechnet. Fiir eine saubere Nukleinsdureldsung bewegt sich der Teiler zwischen 1.6 und 2.0.
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3.3 Proteinbiochemische Methoden

3.3.1 Puffer und Lésungen

Alle Losungen werden entweder autoklaviert oder aus sterilen Stammldsungen und Aqua bi-
dest. angesetzt. Bei der Verwendung von nicht autoklavierbaren Chemikalien, wie z.B. Me-

thanol bzw. Glukose, werden die Losungen durch Sterilfiltration (@ 0.2 pm) entkeimt. In der

Chromatographie eingesetzte Puffer und Losungen werden vor der Verwendung durch eine 15

Minuten lange Ultraschallbehandlung entgast.

Coomassie-Entfarbungslosung

45% (v/v) Methanol, 10% (v/v) Essigséure.

Coomassie-Féarbungslosung

10% (v/v) Methanol, 10% (v/v) Essigséure, 0.4% (v/v) Coomassie Brilliant Blue R 250.
Elektrophorese-Laufpuffer

25 mM Tris, 192 mM Glycin, 0.1% (w/v) SDS.

Gelfiltrationspuffer GPC1

50 mM Tris-HCI1 pH 7.5, 150 mM NacCl, 2 mM Dithiothreitol (DTT), 5% (v/v) Glycerin.
Gelfiltrationspuffer GPC2

50 mM Tris-HCI pH 7.5, 150 mM NacCl.

GST-Aktivitétstestmix (2x)

200 mM KH,PO4 pH 6.3, 2 mM Glutathion, 2 mM 1-Chlor-2,4-dinitrobenzol (CDNB).
GST-Aufschlusspuffer

50 mM Tris-HCI pH 7.5, 200 mM NacCl, 5 mM MgCl,, 4 mM B-Mercaptoethanol.
GST-Elutionspuffer

50 mM Tris-HCI pH 8.0, 10 mM Glutathion.

[EX-Startpuffer

50 mM Tris-HCI pH 7.5.

IEX-Elutionspuffer

50 mM Tris-HCI pH 7.5, 500 mM NacCl.

Importin a2-Aufschlusspuffer

50 mM NaPO4 pH 7.3, 500 mM NaCl, 20 mM Imidazol.

Importin a2-Elutionspuffer

50 mM NaPO4 pH 7.3, 500 mM NaCl, 500 mM Imidazol.

Importin B1-Aufschlusspuffer

50 mM Tris-HCI pH 7.5, 200 mM NaCl, 5 mM MgCl,, 4 mM B-Mercaptoethanol.
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Importin B1-Elutionspuffer

50 mM Tris-HCI pH 7.5, 200 mM NacCl, 5 mM MgCl,, 500 mM Imidazol.

Importin B1-Ubernachtkultur

2 YT amp+Kana, 2% (W/v) Glucose.

Importin B1-Hauptkultur 1

2 YT amp+Kana, 0.2% (W/v) Glucose.

Importin B1-Hauptkultur 2

LB Amp+Kana, 0.2% (W/v) Glucose, 4% (v/v) Ethanol, ImM IPTG.

PBS

137 mM NacCl, 2.7 mM KCl, 6.5 mM Na,HPO,, 1.5 mM KH,POy4, pH 7.5.
Ponceau-Farbungslosung

0.5% (v/v) Ponceau S, 1% (v/v) Essigsaure.

RLE-Aufschlusspuffer

50 mM Hepes, 165 mM KOH, 2 mM Magnesiumacetat, | mM DTT, pH 7.55.
RLE-Dialysepuffer

250 mM Hepes, 500 mM KCI, 10 mM DTT, pH 7.2.

5x SDS-Ladepuffer

156 mM Tris-HCI pH 6.8, 5% (w/v) SDS, 25% (v/v) Glycerin, 12,5% (v/v) B-Mercapto-
ethanol, 0.2% (w/v) Bromphenolblau.

5x SDS-Ladepuffer (nicht-reduzierend)

156 mM Tris-HCI pH 6.8, 5% (w/v) SDS, 25% (v/v) Glycerin, 0.2% (w/v) Bromphenol-
blau.

Silberfarbungslosung 1

50% (v/v) Methanol, 12% (v/v) Eisessig.

Silberfarbungslosung 2

10% (v/v) Ethanol, 5% (v/v) Eisessig.

Silberfarbungslésung 3

236 uM Na,B407, 4% (v/v) Glutaraldehyd.

Silberfarbungslosung F

SF-F1 (0.3 g AgNOs; in 10 ml a.bidest.) tropfenweise zu SF-F2 (950 ul 1M NaOH und
750 ul Ammoniak (32%) in 20 ml a.bidest.) geben und auf 50 ml mit a.bidest. auffiillen.
Triibung durch weitere Ammoniakzugabe 16sen.

Silberreduktionslosung

10% (v/v) Ethanol, 0.25% (v/v) Formalin, 0.3 mM Zitronensdure.

50
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e TBS
50 mM Tris-HCI pH 7.5, 150 mM NaCl.
e TBST

TBS, 0.1% (v/v) Tween 20.
e Transferpuffer

25 mM Tris, 192 mM Glycin, 10% (v/v) Methanol.
e 2YT-Medium

1.6% (w/v) Baktotrypton, 1.0% (w/v) Hefeextrakt, 0.5% (w/v) NaCl, pH 7.2.
®  2YTampkana-Medium

1 ml der gewiinschten Antibiotikum-Stammldsung pro Liter 2Y T-Medium.

3.3.2 Elektrophoretische Auftrennung von Proteinen

Proteine besitzen aufgrund ihrer Mischung an geladenen Aminosduren eine positive oder
negative Nettoladung. In einem elektrischen Feld werden sie abhéngig von ihrer Nettoladung,
threr GroBe und ihrer Gestalt aufgetrennt. Durch Zugabe des starken, negativ geladenen De-
tergenz SDS und einer reduzierenden Substanz wie -Mercaptoethanol werden die Proteine
zu gestreckten Polypeptidketten entfaltet. Die unpolaren Seitenketten des SDS maskieren die
hydrophoben Seitenketten. SDS bindet Proteine in einem Massenverhéltnis von 1.4:1, so dass
das Protein eine negative Gesamtladung erhilt, die der GroBe proportional ist. Die Ladungs-
dichte ist bei kleinen und groBBen Polypeptidketten gleich; demzufolge werden sie in einem
elektrischen Feld der Grof3e nach aufgetrennt.

Ein Polyacrylamidgel besteht aus einem Sammelgel und einem Trenngel fiir die Separati-
on. Das Sammelgel ist geringer vernetzt und leicht sauer. Die Proteinbande im Sammelgel
wird von den im elektrischen Feld schneller wandernden Chloridionen und dem langsameren
Glycin eingerahmt. Dazwischen bildet sich eine Zone geringerer Leitfahigkeit mit einem stei-
len Spannungsgradienten, in der sich die Proteine befinden. Am Ubergang zum basischen
Trenngel werden die Glycinmolekiile ionisiert. Infolgedessen wandern sie durch die dicht
gepackten Proteine, um im Anschluss an die Chloridionen das Trenngel zu passieren. Vom
Glycindruck befreit, werden die Proteine dann der Gréfe nach aufgetrennt. Das Proteinban-
denmuster des Trenngels wird durch Anfarbung mit Coomassie-Blau sichtbar gemacht.

Das fiir den gewiinschten Trennbereich entsprechende Trenngel wird entsprechend Tab. 4
angesetzt und die Polymerisation durch Zugabe von TEMED und 10% (w/v) Ammoniumper-
sulfat gestartet. Dieser Ansatz wird bis auf 3/4 Hohe zwischen zwei in einer Gelapparatur
eingespannte, acetongereinigte Glasplatten gegossen und mit a.bidest iiberschichtet. Nach der

Polymerisation des Trenngels wird das Wasser entfernt und das 5%ige Sammelgel aus 500 ul
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Tab. 4: Trennbereich und Pipettierschema der verwendeten Trenngele

8% 10% 12% 15%
Trennbereich in kDa 40-100 20-70 20-60 10-40
a.bidest. 2.3 ml 1.9 ml 1.6 ml 1.1 ml
29.22% (w/v) Acrylamid, 1.3 ml 1.7 ml 2.0 ml 2.5 ml
0.78% (w/v) Bisacrylamid
1.5 M Tis-HCI pH 8.8 1.3 ml 1.3 ml 1.3 ml 1.3 ml
10% (w/v) SDS 50 ul 50 ul 50 ul 50 pul
10% (w/v) Ammoniumpersulfat 50 pul 50 ul 50 ul 50 ul
TEMED 3ul 2 ul 2 ul 2 ul

29.22% (w/v) Acrylamid, 0.78% (w/v) Bisacrylamid, 30 ul 10% (w/v) SDS, 380 ul 0.5 M
Tris-HCI pH 6.8 und 2.1 ml a.bidest. angesetzt. Fiir die Polymerisation werden 30 ul TEMED
und 3 pl 10% (w/v) Ammoniumpersulfat zugegeben und das noch fliissige Sammelgel bis zur
oberen Glaskante der Gelapparatur eingefiillt, wobei zur Ausbildung der Ladetaschen ein
Kamm an deren Oberkante eingesetzt wird. Nach Aushirtung wird der Kamm entfernt und
die Ladetaschen griindlich mit Laufpuffer gespiilt. Das einsatzbereite Gel wird mit den Glas-
platten in die Elektrophoresekammer eingespannt, welche man mit Elektrophorese-Laufpuffer
flutet.

Die Proteinproben werden mit 5x SDS-Ladepuffer versetzt und fiir fiinf Minuten bei 94°C
denaturiert, bevor sie in die Geltaschen geladen werden. Die Elektrophorese wird durch Anle-
gen einer Spannung von 60 V gestartet. Nachdem die Proben in das Trenngel eingedrungen
sind, wird die Spannung auf 120 V verdoppelt. Sobald die Bromphenolblaufront das Gelende
erreicht hat, wird die Auftrennung gestoppt und das Polyacrylamidgel vorsichtig aus den
Glasplatten befreit. Das Sammelgel wird verworfen. Das Trenngel kann fiir eine Immun-Blot

Analyse verwendet oder durch Coomassie bzw. Silberionen gefarbt werden.

3.3.3 Detektion aufgetrennter Proteine

Coomassie-Brilliant-Blau (CCB) lagert sich als Triphenylmethan-Farbstoff an die basi-
schen Seitenketten an. Die Nachweisgrenze einer Coomassiefarbung liegt bei 0.1 pg Protein
pro Bande. Die Féarbung des Proteinriickgrats mit Silberionen ist dagegen hundertfach sensiti-
ver und eignet sich damit besonders zur Reinheitsbestimmung einer Proteinaufreinigung. Al-
lerdings ist diese zeitaufwendige Prozedur schwer reproduzierbar und farbt auch Nukleinséu-
ren und Lipide an.

Das Trenngel wird 30-60 Minuten lang in Coomassie-Farbungslosung gefarbt. Danach

wird es zweimal ca. 20 Minuten lang in der Coomassie-Entfarbungslosung gewaschen. Soll-
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ten die Banden dann noch nicht deutlich sichtbar sein, kann der Vorgang verlangert bzw. wie-
derholt werden. Das Polyacrylamidgel wird zwischen zwei Cellophan-Papieren getrocknet
und mittels eines Flachbettscanners digitalisiert.

Fiir die Silberfarbung konnen bereits CBB-gefirbte Gele verwendet werden. Das Trenngel
wird liber Nacht in der Silberfarbungsldsung 1 fixiert. Anschlieend wird es jeweils 20 Minu-
ten lang in Silberfarbungslosung 2 geschiittelt, in a.dest. gewaschen und in Silberfarbungslo-
sung 3 fixiert. Dann wird es dreimal je 20 Minuten lang in a.dest. gewaschen und im Dunkeln
fiir 20 Minuten in der Silberfarbungslosung F geschiittelt. Nach vier einminiitigen Wasch-
schritten in a.dest. werden unter Sichtkontrolle die an die Proteine gebundenen Silberionen in
der Silberreduktionsléosung durch Formaldehyd zu elementarem Silber reduziert. Wenn die
Proteinbanden ausreichend stark gefarbt sind, wird die Entwicklung mit einer 7%igen Essig-
sdurelosung gestoppt. AnschlieBend wird das Polyacrylamidgel zweimal jeweils 20 Minuten
lang in a.dest. gewaschen, zwischen zwei Cellophan-Papieren getrocknet und mittels eines

Flachbettscanners digitalisiert.

3.3.4 Detektion immobilisierter Proteine (Immun-Blot)

Fiir den immunologischen Nachweis werden die im Polyacrylamidgel aufgetrennten Pro-
teine quantitativ auf eine PVDF-Membran transferiert und detektiert.

Es werden sechs 3 MM Filterpapierstiicke und die PVDF-Membran in der Grofle des
Trenngels zurechtgeschnitten. Die Filterpapiere werden zusammen mit den beiden Faserpols-
tern ungefahr fiinf Minuten in Transferpuffer dquilibriert. Die PVDF-Membran wird zunéchst
durch 10 Sekunden langes Schwenken in Methanol aktiviert, danach fiir fiinf Minuten in
a.dest. gewaschen und anschlieend doppelt so lange in Transferpuffer dquilibriert. Diese
Bestandteile werden wie in der nachfolgenden Darstellung luftblasenfrei zu einem Sandwich
tibereinander gelegt und in die mit Eis gekiihlte Blotapparatur eingesetzt:

Anode
Faserpolster

3 Filterpapiere
PVDF-Membran
Polyacrylamidtrenngel
3 Filterpapiere
Faserpolster
Kathode

Der Transfer erfolgt fiir eine Stunde bei einer Spannung von 111 V. Danach wird die
PVDF-Membran fiir fiinf Minuten in der Ponceau-Firbungslosung inkubiert und vorsichtig

mit a.dest gewaschen, bis die Proteinbanden des Molekulargewichtsmarkers markiert werden
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konnen. In der vorliegenden Arbeit wurden der Proteinstandard SDS-6H2 der Firma Sigma-
Aldrich Chemie GmbH mit Banden bei 29, 45, 66, 97.4, 116 und 200 kDa und der Precision
Plus Protein™ Standards der Firma Bio-Rad Laboratories GmbH mit Banden bei 10, 15, 20,
25, 37,50, 75, 100, 150 und 250 kDa verwendet.

Die freien Proteinbindungsstellen der PVDF-Membran werden durch 30-miniitige Inkuba-
tion mit 10% (w/v) Magermilchpulver in TBS blockiert. Anschliefend wird die Membran
dreimal zehn Minuten lang mit TBST gewaschen und mit dem entsprechend in TBS verdiinn-
ten primiren Antikorper liber Nacht bei 4°C inkubiert.

Der primdre Antikdrper wird bei —20°C gelagert und kann je nach Art bis zu sechsmal
verwendet werden. Die PVDF-Membran wird dreimal zehnminiitig mit TBST gewaschen, mit
dem entsprechend in TBS verdiinnten Sekundirantikorper (Meerrettich-Peroxidase gekoppel-
ter Ziege-anti-Maus bzw. Ziege-anti-Kaninchen, beide 1:20 000) zwei Stunden lang bei
Raumtemperatur inkubiert und abermals dreimal fiir je zehn Minuten in TBST gewaschen.

Der Proteinnachweis erfolgt iiber eine chemilumineszente Reaktion, die von der an den
Sekundérantikdrper gekoppelten Meerrettich-Peroxidase katalysiert wird. Dazu werden die
Losungen A und B des ECL+plus Western Blotting Detection System im Verhaltnis 40:1 ge-
mischt, auf die PVDF-Membran gegeben und die Chemiluminesenz mit der CCD-Kamera der

DIANA II aufgenommen.

3.3.5 Konzentrationsbestimmung von Proteinlésungen

Die Proteinkonzentration wird abhingig von der Losungsart auf zwei unterschiedliche
Methoden bestimmt. Fiir bakterielle Rohextrakte und Proteinlosungen geringer Reinheit wird
das Verfahren nach Bradford (1976) verwendet. Die Konzentration reiner Proteinlosungen
dagegen wird spektrophotometrisch gemessen. Alternativ zur Bradford’schen Methode wird
die Konzentration von GST-Fusionsproteinen im Rohextrakt rasch und sicher tiber die Glu-

tathion-S-Transferase (GST)-Aktivitit bestimmt (Habig & Jakoby, 1981).

Die Methode nach Bradford basiert darauf, dass sich das Absorptionsmaximum des Tri-
phenylmethan-Farbstoffs Coomassie brilliant blue G-250 nach der Bindung an Proteine von
465 nm zu 595 nm verschiebt. Der Farbstoff bildet in saurer Losung sowohl mit den basi-
schen als auch mit den unpolaren, hydrophoben Seitenketten der Proteine Komplexe. Dadurch
wird die blaue, unprotonierte Sulfatform mit dem Absorptionsmaximum von 595 nm stabili-
siert. Da der Extinktionskoeffizient des Farbstoff-Protein-Komplexes bei dieser Wellenldnge
sehr viel hoher ist als der des freien Farbstoffs, kann die Absorptionszunahme durch die
Komplexbildung mit hoher Empfindlichkeit gegen das freie Farbreagens photometrisch ge-

messen werden. Weil das Ausmal3 der Farbreaktion zwischen unterschiedlichen Proteinen
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variiert, verwendet man idealerweise eine aus dem zu bestimmenden Protein bestehende Ka-
librationslosung. Wenn das Zielprotein nicht zur Verfiigung steht oder wenn die Konzentrati-
on von Proteingemischen bestimmt werden soll, werden Standardproteine wie Rinderserum-
albumin (BSA) oder Immunglobulin G eingesetzt. Da das Testergebnis nicht nur von der Pro-
teinmenge, sondern auch von der Zusammensetzung des Proteingemischs abhéngt, ist diese
Methode nur semi-quantitativ. Der Nachweisbereich im Mikrotest liegt bei 1-20 pg Prote-
in/ml. Freie Aminosduren, Peptide (z.B. Glutathion) oder Proteine unter 3 kDa sind nicht
nachweisbar. Starke Laugen, Reduktionsmittel und Detergenzien storen die Farbreaktion.

Fiir die Messung werden 800 pl der zu bestimmenden Proteinldsung in einer geeigneten
Verdiinnung mit 200 pl flinffach konzentriertem Protein Assay Farbstoff-Konzentrat ver-
mischt und nach 15 Minuten die Absorption bei 595 nm in einer Polystyroleinwegkiivette
gemessen. Um Farbstoffaggregate zu dispergieren, wird das Reaktionskonzentrat zuvor
mehrmals sanft invertiert und der Reaktionsansatz vor der Messung kurz durchgewirbelt. Als
Standard wird eine Konzentrationsreihe mit BSA (0, 1, 5, 10, 15, 20, 25 ug) parallel gemes-
sen. Uber diese nicht-lineare Eichkurve wird die Konzentration der untersuchten Probe er-

rechnet. Fiir alle Werte wird eine Doppelbestimmung durchgefiihrt.

Die Konzentration reiner Proteinlosungen lésst sich bei bekanntem Extinktionskoeftizien-
ten spektrophotometrisch einfach und genau bestimmen. Die Peptidbindungen absorbieren
bei 205 nm. Die aromatischen Aminoséurereste weisen eine n-n*-Absorption bei 280 nm auf.
Im Gegensatz zu Tyrosin (Y) und der seltenen Aminosdure Tryptophan (W) tridgt Phenyl-
alanin kaum zur Absorption im nahen UV-Bereich bei. Die Absorption eines Proteins bekann-
ter Sequenz ldsst sich mit der folgenden Formel berechnen (Gasteiger et al., 2005), sofern es
keine anderen bei 280 nm absorbierenden Chromophore trigt:

EProtein =HW X ty &y (1)
wobei #w die Anzahl der Tryptophanreste, #y die Anzahl der Tyrosinreste und ew bzw. gy die
entsprechenden molaren Extinktionskoeftizienten darstellen (ew = 5500 M'lcm'l, ey = 1490
Mem™). Das durch Oxidation zweier Cysteine entstehende Cystin (e = 125 M'em™) ist auf-
grund des reduktiven intrazelluldren Milieus und entsprechenden Pufferzusitzen bei der Auf-
reinigung vernachléssigbar.

Nach photometrischer Doppelbestimmung der Extinktion E bei 280 nm in einer Quarzkii-
vette wird die Konzentration der Proteinldsung ¢ mit Hilfe des Lambert-Beer-Gesetzes be-

stimmt. d ist Schichtdicke in cm und &poein der Extinktionskoeffizient in M lem™.

E= EProtein X CProtein X d (2)
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Die Konzentration von GST-Fusionsproteinen lésst sich iiber die GST-Aktivitdt bestim-
men. Die humanen Glutathion-S-Transferasen (GST) sind an der Entgiftung im menschlichen
Korper beteiligte Enzyme. Durch eine Konjugationsreaktion tibertragen sie das Tripeptid Glu-
tathion (y-Glu-Cys-Gly) auf elektrophile, meist schwerldsliche Xenobiotika, die dadurch tiber
die Niere oder Galle bzw. Diinndarm ausgeschieden werden kdnnen. 1-Chlor-2,4-dinitro-
benzol (CDNB) stellt ein Substrat der Glutathion-S-Transferase dar, das in Gegenwart von
Glutathion zum chromogenen 2,4-Dinitrophenylglutathion und HCl umgewandelt wird. Die
Substratzunahme kann spektrophotometrisch bei 340 nm verfolgt werden und ist im linearen
Bereich der enzymatischen Reaktion direkt proportional zur GST-Aktivitit.

Fiir die Bestimmung der Proteinkonzentration iiber die GST-Aktivitdt wird zunichst ein-
malig die spezifische Aktivitit des Fusionsproteins ermittelt. Zur Eichung wird das GST-
Fusionsprotein aufgereinigt und anschlieBend die Proteinkonzentration der Losung gemessen.
5-50 pl dieser Losung werden mit a.bidest. auf 500 pl aufgefiillt und mit 500 pl GST-Akti—
vitdtstestmix (2x) gemischt. Fiir den Blindwert wird a.bidest. statt der Proteinlosung verwen-
det. AnschlieBend wird die Reaktionskinetik durch miniitliche spektrophotometrische Mes-
sungen bei 340 nm iiber einen Zeitraum von fiinf Minuten bestimmt. Aus der Kinetik werden
die Extinktionsédnderungen fiir alle sechs Messpunkte nach Gleichung (3) und deren Mittel-
wert berechnet. Wenn die Standardabweichung weniger als 10% betrdgt, werden die Extinkti-
onsidnderungen der Doppelbestimmung in die Gleichung zur Berechnung der mittleren GST-
Aktivitit eingesetzt (4); andernfalls werden die Messwerte verworfen.

- Agaoti)— Asaolti—r) R
o ) nmin'nl’ ()

110(2? Agg0(i)+ i AA34o(j)] MM

1 xVerdinnungsfaktor in——— (4
ccpng X d min ml

'KGST =

ecpns 1st der molare Extinktionskoeffizient von CDNB (ecpng = 9.6 nM'lcm'l) und d die

Schichtdicke der Kiivette. Die spezifische GST-Aktivitét AGsT / mg ergibt sich aus dem

Quotienten der mittleren GST-Aktivitat AGsT des Eichansatzes und dessen Proteinkonzentra-
tion.

Um die Masse der an der Glutathion-Sepharose™ gebundenen GST-Fusionsproteine zu
bestimmen, wird die mittlere GST-Aktivitit AgsT des Durchflusses und die des Rohextrak-

tes wie oben beschrieben mittels der Reaktionskinetiken ermittelt. Das Probenvolumen wird

zwischen 5 und 50 pl so angepasst, dass eine fiinfminiitige Reaktionskinetik im linearen Be-
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reich liegt. Die Differenz der GST-Aktivitdt des Rohextraktes zu der des Durchflusses wird
durch die anfangs mittels des Eichansatzes bestimmte spezifische GST-Aktivitdt dividiert,

wodurch man die Masse der gebundenen GST-Fusionsproteine GST-FPy, erhilt (5).

_ KGST (Rohextrakt)— 'KGST (Durchﬂuss)
Acst /mg

M(GST - FPyep) inmg (5)
3.3.6 Expression rekombinanter Proteine in E. coli

Fiir die in vitro-Untersuchung des Kerntransports werden rekombinant exprimierte Protei-
ne verwendet. Zur heterologen Expression werden die Fusionskonstrukte in den Vektoren
pET und pGEX durch einen Hitzeschock in chemokompetente E. coli BL21 (DE3) transfor-
miert. Als Selektionsmarker dient in den Kulturldsungen Ampicillin. Die Fusionskonstrukte
in den pQE-Vektoren werden dagegen in E. coli M15[pREP4] transformiert. Im Gegensatz zu
den pET- und pGEX-Vektoren tragen die pQE-Vektoren kein lacl-Gen zur Repression der
basalen Expression. Der lac-Repressor wird deshalb in trans von dem pREP4-Plasmid konsti-
tutiv exprimiert. Zur seiner Erhaltung muss den Kulturldsungen fiir M15-Zellen Kanamycin
zugesetzt werden.

Eine Fliissigkeitskultur aus 2YT-Medium wird mit frischen Bakterienzellen inokuliert und
tiber Nacht bei 37°C und 225 rpm inkubiert. Eine vorgewdrmte Hauptkultur wird im Verhalt-
nis 10:1 mit der Ubernachtkultur angeimpft und bis zur gewiinschten optischen Dichte bei
600 nm (ODggg) bei 37°C und 225 rpm geschiittelt. AnschlieBend wird die Expression der
Fusionsproteine durch Zugabe von Isopropyl-B-D-thiogalaktopyranosid (IPTG) induziert und
die Temperatur abgesenkt, um das bakterielle Wachstum zu reduzieren.

Zur Kontrolle der Induktion werden vor der IPTG-Zugabe, sowie nach ein, zwei, drei und
vier Stunden 600 pl entnommen. Die Proben werden 30 Sekunden lang bei 12 000 g abzentri-
fugiert und nach der Resuspension in 60 ul SDS-Probenpuffer 30 Minuten lang bei 95°C de-
naturiert. Je 10 ul werden in einem SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennt und mit Coomassie
angefarbt. Am Ende der Induktionszeit werden die Bakterienzellen 30 Minuten lang bei
4 500 g kalt abzentrifugiert und das Sediment bei -80°C eingefroren.

Die Induktionsparameter wie Kulturmedium und -dichte, IPTG-Konzentration, Indukti-
onstemperatur und -dauer sind abhéngig von dem verwendeten E. coli-Stamm und dem Fusi-
onsprotein und miissen flir jede Kombination experimentell ermittelt werden.

Die Fusionsproteine Importin a3 und Importin f1 werden entsprechend den Protokollen
von Prof. Dr. M. Kéhler und Prof. Dr. D. Gérlich induziert. Die Importin 1-Ubernachtkultur
wird mit frischen Bakterienzellen inokuliert und iiber Nacht bei 37°C und 225 rpm inkubiert.
Die Losung enthélt 2% (w/v) Glukose, die {iber die Inhibition der Adenylatzyklase die Induk-
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tion des lac-Operons durch das Katabolitaktivatorprotein (CAP) verhindert. Zur Ubernacht-
kultur wird das vierfache Volumen an vorgewarmte Importin B1-Hauptkultur 1 gegeben und
eine Stunde bei 37°C und 225 rpm inkubiert. Wenn die optische Dichte ODggo groBer eins ist,
wird das Volumen durch Zugabe eiskalter Importin 1-Hauptkultur 2 verdoppelt und die Kul-
tur bei 18°C drei Stunden lang induziert. Das in der induzierten Hauptkultur befindliche Etha-
nol aktiviert in einer Endkonzentration von 2% (v/v) bakterielle Chaperone und reduziert da-

durch die Bildung von Einschlusskdrperchen (Thomas & Baneyx, 1997).

3.3.7 Herstellung des Rohextrakts zur Isolierung loslicher Proteine

Die heterolog exprimierten Fusionsproteine werden extrahiert und nach Abtrennung der
Zelltrimmer mittels Affinititschromatographie aufgereinigt. Fiir den Zellaufschluss stehen
verschiedene chemische und physikalische Methoden zur Verfligung (Edebo, 1969; Middel-
berg, 1998). Das Einfrieren und Auftauen der Zellen ist ein schonendes, aber wenig effizien-
tes physikalisches Verfahren. Die Zellen werden dabei durch die Bildung von Eiskristallen
und der daraus resultierenden Volumenédnderung aufgeschlossen.

Die Lipopolysaccharide der dueren Zellmembran gramnegativer Bakterien werden durch
Ca”**- und Mg*"-Tonen stabilisiert. Die Behandlung mit Chelatbildnern wie beispielweise
EDTA entfernt diese und ermdglicht den enzymatischen Abbau des Mureingeriists der Zell-
wand mittels Lysozym. Aufgrund der Hyperosmolaritit des Zytoplasmas platzen die zell-
wandlosen Bakterienzellen im Lysispuffer. Die Aufschlusseffizienz kann durch Scherkrifte,
wie sie in einer engen Kaniile auftreten, verbessert werden. Dieses Verfahren ist nur fiir kleine
Volumina geeignet.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden mit der Hochdruckhomogenisation und der Ultraschall-
behandlung zwei mechanische Aufschlussverfahren verwendet, die effizient und kostengiins-
tig einen hohen Aufschlussgrad liefern.

In einem Hochdruckhomogenisator wird die Zellsuspension stoBweise durch eine Offnung
gepresst, die mittels Luftdruck von einem Stdpsel verschlossen wird. Aufgrund des Druckun-
terschieds von bis zu 2 000 bar vor und hinter dem Ventilverschluss entstehen Mikrokavitéten
in der Losung, die zur Implosion der Zellen fiihren. Dariiber hinaus stoflen die Zellen mit ei-
ner hohen Geschwindigkeit auf einen Prallring, der das Ventil am Homogenisierspalt umgibt.
Da die Losung kontinuierlich durch das Riickschlagventil gepumpt wird, erhédlt man einen
homogenen Zellaufschluss im Gegensatz zur Ultraschallbehandlung, bei der die Sonotrode in
die Losung eingetaucht wird und die Kavitdten nur wenige Millimeter um die Sonotrode ent-
stehen. Dadurch ist nicht sichergestellt, dass in einem groflen Volumen alle Zellen erfasst

werden.
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Der Hochdruckhomogenisator mit einem Totvolumen von 10 ml findet beim priparativen
Zellaufschluss Verwendung. 10 g Bakteriensediment werden in 40 ml Proteaseninhibitoren
enthaltenden Aufschlusspuffer resuspendiert. Die Suspension wird in 6 Zyklen bei 1 000 bar
homogenisiert, wobei das Gerit von aullen gekiihlt und zuvor mit eiskaltem Aufschlusspuffer
gespiilt wird. Das Zellhomogenat wird ebenfalls 30 Minuten lang bei 48 000 g kalt zentrifu-
giert und der proteinhaltige Uberstand fiir die Aufreinigung abgetrennt.

Im analytischen MaBstab werden 1-2.5 g Bakteriensediment in 10 ml Aufschlusspuffer
mit einem Proteaseninhibitorencocktail (complete, Roche) resuspendiert und bei 30% Leis-
tung viermal 2.5 Minuten auf Eis mit je 2.5 Minuten Pause zwischen den Zyklen sonifiziert.
AnschlieBend wird die Suspension kalt 30 Minuten lang in der Ultrazentrifuge bei 50 000 g

geklirt und die Fusionsproteine im Uberstand aufgereinigt.

3.3.8 Affinitatschromatographie

Die Affinitdtschromatographie stellt aufgrund der spezifischen Ligand-Analyten-Bindung
eine gute Methode dar, rekombinant exprimierte Fusionsproteine von anderen bakteriellen
Proteinen, insbesondere Proteasen, zu trennen, sie aufzukonzentrieren und dadurch zu stabili-
sieren. Als Liganden werden bei Enzymen Inhibitoren, Kofaktoren oder Substrate, bei Anti-
korpern das Antigen oder Protein A und G und bei Fusionsproteinen verschiedene Markie-
rungen (,,tags®) wie poly-Histidin, Glutathion-S-Transferase (GST) oder Streptavidin einge-
setzt. Der Ligand wird an eine stationdre Phase, die hiufig aus quervernetzter Agarose be-
steht, gekoppelt. Die Matrix kann entweder als Suspension (,,batch®) oder in eine Sdule ge-
gossen verwendet werden, wobei die Suspension hdufig im analytischen Maf3stab Verwen-
dung findet und die Séulen bei der priparativen Proteinaufreinigung eingesetzt werden. Der
gebundene Analyt wird durch Kompetition, durch Anderung des pH-Werts oder selten durch
Anderung der Ionenstiirke eluiert. In der vorliegenden Arbeit wurden die His-Fusionsproteine
mittels immobilisierter Metallaffinitdtschromatographie (IMAC) und die GST-Fusionsprote-
ine an Glutathion-Sepharose affinititschromatographisch aufgereinigt.

Fiir die analytische Proteinaufreinigung werden 200 pl Ni**-NTA Agarose bzw. Gluta-
thione Sepharose™ 4 FF dreimal mit dem fiinffachen Volumen Aufschlusspuffer gewaschen,
indem die Suspension fiinf Minuten lang kalt bei 500 g sedimentiert und die Matrixkiigelchen
nach Entfernung des Uberstands in frischem Puffer resuspendiert werden. AnschlieBend wer-
den sie fiir zwei Stunden bei 20 U/min und 4° C mit dem fiinffachen Volumen an bakteriel-
lem Rohextrakt inkubiert. Danach werden die proteinbeladenen Matrixkiigelchen fiinf Minu-
ten lang kalt bei 500 g sedimentiert und dreimal mit dem fiinffachen Volumen Aufschlussput-

fer kalt gewaschen. Die Proteine werden mit dem einfachen Volumen Elutionspuffer abgel6st.
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Bei Ni*"-NTA Agarose werden die His-Fusionsproteine schrittweise durch eine ansteigende
Imidazolreihe von 100 mM, 200 mM und 300 mM eluiert. Die an Glutathione Sepharose™ 4
FF gebundenen GST-Fusionsproteine werden durch 5, 10 bzw. 20 Minuten lange Inkubatio-
nen mit dem glutathionhaltigen Elutionspuffer abgelost.

Zur praparativen Aufreinigung wird der bakterielle Proteinrohextrakt nach Passage eines
0.45 um Filters mit einer Flussrate von 15 cm/h bei 4°C auf eine in Aufschlusspuffer dqui-
librierte Ni**-Sepharose (HisTrap)-Saule oder Glutathion-Sepharose (GSTrap)-Siule an der
Chromatographieanlage Biologic HR geladen. Der Sdulendurchfluss wird in einer Messzelle
spektrophotometrisch analysiert. Bei 280 nm absorbierende Volumen werden fiir die Analyse
mittels SDS-PAGE durch den Fraktionssammler aufgefangen. Zur Entfernung unspezifisch
gebundener Substanzen wird die Sdule nach der Beladung mit Aufschlusspuffer gespiilt, bis
die Absorption bei 280 nm im Durchfluss wieder den Ausgangswert erreicht hat.

Das Fusionsprotein His-Importin a2 wird mit einer Flussrate von 15 cm/h bei 4°C iiber
einen kontinuierlichen Gradienten von 20 Siulenvolumen von der Ni*"-Sepharose-Siule elu-
iert, in dem {iber ein Mischventil der Anteil des Elutionspuffers im Aufschluss-/Elutions—
puffer-Gemisch gleichmifBig von 0% auf 100% gesteigert wird. His-Importin a2 16st sich bei
37% (v/v) Elutionspuffer von der Sdule. AnschlieBend wird mit zehn Sdulenvolumen Eluti-
onspuffer gewaschen und die Séaule in Aufschlusspuffer dquilibriert.

Fiir die Elution eines moglichst reinen His-Importin f1 wird ein Stufenprotokoll ange-
wendet, da dieses Protein in der lonenaustauschchromatographie seine Funktionalitét verliert.
Nach Beladung der Sdule wird diese mit 10 Séulenvolumen 4% (v/v) Elutionspuffer in Auf-
schlusspuffer gewaschen und stirker gebundene Kontaminanten mit 4 Sdulenvolumen 10%
(v/v) Elutionspuffer entfernt. Anschlieend wird die Sdule wieder in fiinf Sdulenvolumen 4%
(v/v) Elutionspuffer dquilibriert und das Fusionsprotein His-Importin $1 durch fiinf Sdulenvo-
lumen 50% (v/v) Elutionspuffer in konzentrierter Form eluiert. Nach einer letzten Waschung
mit fiinf Sdulenvolumen Elutionspuffer wird die Sdule in Aufschlusspuffer dquilibriert.

GST-Fusionsproteine wie das GST-NLS-GFP (GNG)-Konstrukt werden {iber einen konti-
nuierlichen Gradienten von 20 Sdulenvolumen bei einer Flussrate von 15 cm/h kalt eluiert.
GNG 16st sich bei 32% (v/v) Elutionspuffer von der Glutathion-Sepharose-Sdule. Anschlie-
Bend wird diese mit fiinf Sdulenvolumen Elutionspuffer gewaschen und in Aufschlusspuffer
aquilibriert.

Aus den zu analysierenden Fraktionen werden Proben mit SDS-Probenpuffer aufgekocht
und auf einem SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennt, welches anschlieBend angefédrbt oder nach

dem Proteintransfer auf eine Membran immunologisch analysiert wird. Die das Fusionsprote-
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in beinhaltenden Fraktionen werden vereinigt und die Proteinkonzentration mit der Methode

nach Bradford bestimmt.

3.3.9 Enzymatische Spaltung von GST-Fusionskonstrukten

Aufgrund der hochspezifischen Bindung zwischen Ligand und Analyt lassen sich die re-
kombinant exprimierten GST-Fusionskonstrukte sauber aufreinigen. Proteine konnen jedoch
durch die Kopplung an die 26 kDa grof3e Glutathion-S-Transferase in ihrer Funktion beein-
trachtigt werden. Deshalb besitzen die Vektoren der pGEX-T-Familie C-terminal der GST-
Doméne eine Thrombinschnittstelle. Dabei bietet es sich an, das an der Matrix gebundene
Fusionskonstrukt abzuspalten und von GST getrennt zu eluieren. Die Serin-Proteasen wie
Thrombin oder Faktor Xa lassen sich wiederum mittels Affinitdtschromatographie entfernen.

Die mit den GST-Fusionsproteinen beladene Sdule wird mit fiinf Sdulenvolumen PBS um-
gepuffert und auf 37°C dqulibriert. Pro 2 nmol gebundenes Fusionsprotein werden 1 U (NIH)
Thrombin in einem Sdulenvolumen PBS gelost und mit einer Spritze iiber einen Luer-Lock-
Adapter langsam auf die Sdule gegeben. Anschlieend wird die Sdule an beiden Enden ver-
schlossen und zwei Stunden lang bei 20 U/min und 37° C inkubiert. Danach wird die Séule
wieder an die Chromatographieanlage angeschlossen und das Zielprotein mit dem fiinffachen
Sdulenvolumen PBS und einer Flussrate von 15 cm/h eluiert.

Das Thrombin wird {iber die Bindung an Benzamidin-Sepharose™ entfernt. Dazu werden
die das Zielprotein beinhaltenden Fraktionen vereinigt und auf 500 mM NaCl eingestellt, um
die unspezifische Bindung des Zielproteins an die Affinitdtsmatrix zu minimieren. Die Hélfte
dieses Volumens an Benzamidin-Sepharose™-Suspension wird 5 Minuten bei 500 g sedimen-
tiert und dreimal mit dem fiinffachen Volumen PBS/0.5 M NaCl gewaschen. Anschlie3end
werden die Matrixkiigelchen mit der thrombinhaltigen Zielproteinldosung fiir ein bis zwei
Stunden bei 20 U/min und Raumtemperatur inkubiert. Danach wird die Suspension fiinf Mi-
nuten lang bei 500 g sedimentiert und die Benzamidin-Sepharose™ zweimal mit dem einfa-
chen Volumen PBS/0.5 M NaCl gewaschen. Die drei Uberstinde werden vereinigt und gegen
den IEX-Startpuffer dialysiert.

AnschlieBend wird die auf der Sdule verbliebene Glutathion-S-Transferase mit ebenfalls
fiinf Sdulenvolumen GST-Elutionspuffer entfernt und die Sédule in fiinf Sdulenvolumen Auf-

schlusspuffer dquilibriert.

3.3.10 Dialyse und Aufkonzentration der Proteinldsung
Die Dialyse basiert auf der Diffusion niedermolekularer Substanzen durch eine semiper-

meable Membran, die das Dialysegut umschlieft. In diesem konzentrationsgetriebenen Pro-
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zess stellt sich ein Gleichgewicht zwischen dem Dialysat und der umgebenden Pufferlosung
ein. Aufgrund des vielfach groeren Volumens und durch mehrmaligen Austausch der Lo-
sung werden Ionen und Molekiile, die kleiner als die Ausschlussgrofle der Membran sind,
schonend aus dem Dialysegut entfernt.

Zunéchst wird der Dialyseschlauch mit einer Ausschlussgrofle von 6-8 kDa in der geeig-
neten Lange (1.7 cm/ml Dialysat) fiir 15 Minuten in a.bidest. gekocht und dreimal in a.bidest.
gewaschen. AnschlieBend wird das Dialysat in den kalten Schlauch gegeben und bei 4°C un-
ter langsamem Riihren dreimal eine Stunde gegen je 800 ml geeigneten Puffer dialysiert.

An Stelle der Dialyse konnen die Proteine auch mittels Ultrazentrifugation (Vivaspin-
Sdulen) umgepuffert werden. Dariiber hinaus eignet sich diese Methode auch zur Konzentra-
tion von Proteinen. Dazu wird die Proteinlosung zunidchst kalt fiir 10 Minuten bei 3 000 g
zentrifugiert. AnschlieBend wird das Reservoir zwei- bis dreimal mit dem neuen Puffer aufge-
fiillt und die Zentrifugation wiederholt. Danach wird die Probe aus der Konzentratortasche
entnommen und auf das gewiinschte Endvolumen gebracht. Diese Methode ist weniger scho-
nend als die Dialyse und aufgrund mdéglicher Prazipitation bzw. Anhaftung an den GefdBwén-

den nur bei grofen Proteinmengen empfehlenswert.

3.3.11 lonenaustauschchromatographie

Bei der lonenaustauschchromatographie (IEX) macht man sich die unterschiedlichen La-
dungsverteilungen auf der Proteinoberfliche zunutze. Die stationdre Phase trdgt je nach Typ
positive oder negative Ladungen (Anionen- bzw. Kationenaustauscher). Wenn sich der pH-
Wert der mobilen Phase und der isoelektrische Punkt pl eines Proteins gleichen, dann ist die
Nettoladung dieses Proteins gleich Null und es bindet nicht an die stationdre Phase. Bei einem
pH-Wert oberhalb des isoelektrischen Punkts treten ionische Wechselwirkungen zwischen der
negativen Nettoladung des Proteins und der positiv geladenen Matrix des Anionenaustau-
schers auf, die je nach Stirke die Wanderungsgeschwindigkeit des Proteins verringern oder
durch eine Bindung zum Stillstand bringen. Die gebundenen Proteine werden durch Erh6hung
der Tonenstirke oder seltener durch Anderung des pH-Werts eluiert. Mit dieser Methode las-
sen sich Proteine nicht nur sehr effizient voneinander trennen, sondern auch aufkonzentrieren,
da ein grofles Ausgangsvolumen keinen Einfluss auf das Elutionsvolumen hat.

Die affinititschromatographisch gereinigten Fusionsproteine miissen abhéngig von der io-
nischen Stéirke des Elutionspuffers mittels Dialyse in den IEX-Startpuffer iiberfithrt werden.
Zur Entfernung von Prézipitaten wird die Probe sterilfiltriert, bevor sie mit einer Flussrate von
1.5 cm/h auf den Ionenaustauscher geladen wird. AnschlieBend wird die Sdule mit dem fiinf-

fachen Saulenvolumen Startpuffer gewaschen. Die Proteine werden iiber einen kontinuierli-
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chen Gradienten von 20 Sdulenvolumen Elutionspuffer von der Saule gelost und im Frakti-
onssammler aufgefangen. Der Ionenaustauscher wird nach fiinf weitern Sdulenvolumen Eluti-
onspuffer in Startpuffer dquilibriert.

Proben der zu analysierenden Fraktionen werden wie bei der Affinitdtschromatographie
mit SDS-Probenpuffer denaturiert und auf einem SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennt, welches
anschlielend angefarbt wird. Die die die Zielproteine beinhaltenden Fraktionen werden verei-
nigt und die Proteinkonzentration spektrophotometrisch bestimmt. Als Blindwert wird das
gemittelte Mischungsverhiltnis von Start- zu Elutionspuffer der vereinigten Fraktionen ver-

wendet.

3.3.12 Gelpermeationschromatographie

Die stationdre Phase dieser Chromatographieart besteht aus Kiigelchen eines porosen
hochvernetzten Polymers. Die Molekiile der mobilen Phase diffundieren in die Hohlrdume,
wobei kleine Molekiile tiefer eindringen als grofle und damit ldnger in der stationdren Phase
verweilen. Die Auftrennung der Molekiile erfolgt reziprok proportional zum hydrodynami-
schen Radius der Teilchen. Die Auflosung einer Gelfiltrationssidule wird nicht nur von den
Saulencharakteristika wie Dimension, PartikelgroBe und PartikelgroBenverteilung, Packungs-
dichte und Porositédt der Partikel beeinflusst. Fiir das Trennergebnis spielen auch Flussrate,
Viskositdt der mobilen Phase und das Volumenverhéltnis zwischen der aufgetragenen Probe
und dem Saulenkorper eine Rolle. Deshalb wird eine Gelfiltrationssdule an einer Chroma-
tographieanlage mit Molekiilen bekannter Molekulargewichte bzw. Radien fiir eine bestimmte
Flussrate und Puffer kalibriert (Cabré et al., 1989).

Die zur Verfiigung stehenden Gelfiltrationssdulen Superdex 75 und Superdex 200 weisen
einen Trennbereich fiir globulire Proteine von 3-70 kDa bzw. 10-600 kDa auf. Uber diese
Séulen werden zwischen 0.1 ml und 1 ml Probe bei 4° C und einer Flussrate von 0.15 cm/h
aufgetrennt. Die Elution erfolgt isokratisch mit Puffer GPC1. Fiir die Gelfiltration von Ntf-2
wird auch der Puffer GPC2 verwendet.

Die bei 280 nm absorbierenden Fraktionen werden gesammelt und mittels SDS-
Polyacrylamidgel analysiert. Die die Zielproteine beinhaltenden Fraktionen werden vereinigt
und die Proteinkonzentration spektrophotometrisch bestimmt. Anschlieend werden die Pro-

teine mit 250 mM Saccharose versetzt, schockgefroren und bei -80°C gelagert.

3.3.13 Kovalente Fluoreszenzmarkierung von Antikdrpern und Proteinen
Die Markierung von Proteinen mit Fluorophoren erfolgt vorwiegend iiber N-Hydroxysuc-

cinimid (NHS)-Ester-Kopplung an primdre Amine. Dabei wird durch einen nukleophilen An-
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griff am deprotonierten Amin eine Amidbindung unter Abtrennung der NHS-Gruppe gebildet.
Die Hydrolyse des NHS-Esters stellt die grofite kompetitive Reaktion fiir die Konjugation dar.
Bei pH 7.0 besitzen NHS-Ester eine Halbwertszeit von zwei bis vier Stunden, bei pH 9.0 nur
wenige Minuten.

Wenn wie im Fall der aus basischen Aminosduren bestehenden Kernlokalisationssequenz
(NLS) eine Kopplung an die primdren Amine unerwiinscht ist, kann die Konjugation auch
iber oxidierte Carbohydrate, Carboxyl- oder Sulthydrylgruppen erfolgen. Maleimide bilden
mit Thiolgruppen bei einem pH-Wert zwischen 6.5 und 7.5 iiber einen nukleophilen Angriff
eine Thioetherbindung. Ahnlich den NHS-Estern werden die Maleimide bei einem alkalischen
pH-Wert (> 8.0) abgebaut.

In der vorliegenden Arbeit wurden Antikorper mit NHS-Ester-funktionalisierten Fluo-
rophoren (Alexa Fluor™ 532 Monoclonal Antibody Labeling Kit und Alexa Fluor® 633 Prote-
in Labeling Kit) und mit Quantenpunkt-Nanokristallen (Qdot® Antibody Conjugation Kit)
konjugiert. Die heterolog exprimierten Proteine dagegen wurden mit Alexa Fluor® 633 Cs

maleimide gekoppelt.

Die IgG-Antikorperlosung muss filir die Konjugation mittels NHS-Ester frei von Ammoni-
umionen oder primidren Aminen (z.B. Tris oder Glycin) sein und kann bei Bedarf in PBS bzw.
einen Hepes-Puffer umgepuffert werden. Bei der Kopplung mit Alexa Fluor® 532 werden
100 png Antikorper pro Reaktion in 100 pl Reaktionsvolumen eingesetzt. Fiir die Markierung
mit Alexa Fluor™ 633 werden 1 mg Antikorper einer 2 mg/ml konzentrierten Lsung verwen-
det. Durch Zugabe von Bikarbonat zu einer Endkonzentration von 100 mM wird der pH-Wert
in den fiir die Kopplungsreaktion optimalen Bereich von pH 7.5-8.5 gebracht. Die reaktiven
Farbstoffe werden durch Zugabe der Antikdrperlosung geldst und eine Stunde im Dunkeln bei
Raumtemperatur geriihrt. AnschlieBend werden ungekoppelte Farbstoffmolekiile mittels Gel-
filtration abgetrennt.

Die Gelfiltrationssdule wird widhrend der Kopplungsreaktion aus den im Reagen-
ziensystem enthaltenen Komponenten hergestellt. Das aus pordsen Polyacrylamid-Kiigelchen
bestehende BioGel P-30 (Bio-Rad GmbH) bildet die stationdre Phase der Sdule und besitzt
einen Trennbereich von 2.5-40 kDa. Die rund 144 kDa schweren IgG-Antikorper passieren
die Gelfiltrationssdule im Ausschlussvolumen, wohingegen die ungebundenen Farbmolekiile
mit einer Grofe von 0.7 kDa bei Alexa Fluor® 532 bzw. ~1.2 kDa bei Alexa Fluor® 633 die

gesamte stationdre Phase durchqueren.

Fiir die Konjugation eines Antikdrpers mit einem Quantenpunkt-Nanokristall muss dieser

zundchst mit einem hetero-bifunktionalen Binder versehen werden. Die Polymerhiille der
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Qdot”® 655 wird iiber eine einstiindige NHS-Ester-Kopplung mit einer Maleimidschicht funk-
tionalisiert. Uberschiissiger Binder wird mittels Gelfiltration iiber eine Nap-5-Siule entfernt.
Parallel dazu werden die Antikorper 30 Minuten lang in 20 mM DTT reduziert. AnschlieBend
wird das DTT ebenfalls iiber eine Nap-5-Sdule entfernt. Die reduzierten Antikorper und die
mit Maleimid beschichteten Nanokristalle werden in einem molaren Verhéltnis von 4:1 ge-
mischt und zur Bildung von Thioetherbindungen eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert.
Die Reaktion wird durch Zugabe von 100 uM B-Mercaptoethanol beendet. Zur Abtrennung
ungekoppelter Nanokristalle wird die Reaktionslosung mittels Gravitation iiber eine Nap-5-
Séule aufgetrennt, wobei nur die ersten zehn Tropfen gesammelt werden, da die nachfolgen-

den Tropfen einen groferen Anteil unkonjugierter Antikorper beinhalten.

Fiir die Konjugation der rekombinant exprimierten Proteine werden die Sulfthydrylgrup-
pen zunéchst reduziert. Im Gegensatz zu Dithiothreitol oder -Mercaptoethanol beeintrachtigt
das thiolfreie Reduktionsmittel Tris(2-Carboxyethyl)phosphin die folgende Kopplungsreakti-
on nicht.

Die zu konjugierenden Proteine werden mit TCEP im 10-fachen molaren Uberschuss fiir
30 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. AnschlieBend werden die reduzierten Proteine
dquimolar mit den reaktiven Farbstoffmolekiilen gemischt und in Dunkelheit entweder fiir
eine Stunde bei Raumtemperatur oder liber Nacht bei 4°C geriihrt. Die Reaktion wird durch
Zugabe von Glutathion im 25-molaren Uberschuss gestoppt. Ungekoppelte Fluorophore wer-
den mittels Gelfiltration entfernt. Aus den zu analysierenden Fraktionen werden Proben mit
nicht-reduzierendem SDS-Probenpuffer aufgekocht und auf einem SDS-Polyacrylamidgel
aufgetrennt. Die Fluorophore im Trenngel werden mit Hilfe der Diana II dokumentiert, bevor
die Proteine im Polyacrylamidgel angefarbt werden. Die die Zielproteine beinhaltenden Frak-

tionen werden vereinigt und die Proteinkonzentration spektrophotometrisch bestimmt.

Die Markierungseffizienz der Kopplungsreaktion wird spektrophotometrisch bestimmt.
Dazu wird zunéchst die Extinktion der Probe bei 280 nm A,gp und beim Anregungsmaximum
des Fluorophors Agpxmax gemessen. Aus diesen Werten wird die Proteinkonzentration Cprotein
der Losung mit Hilfe der Gleichung (6) berechnet. Der Korrekturfaktor k¢ beriicksichtigt die
Absorption des Fluorophors bei 280 nm und betréigt 0.09 fiir Alexa Fluor”® 532 bzw. 0.55 fiir
Alexa Fluor® 633.

c o (A280 _(AExmax x kf »X Df (6)
Protein Eprotein X d
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Dr ist der Verdiinnungsfaktor der gemessenen Probe und die Variable d steht fiir die Schicht-
dicke der Kiivette. Die Extinktionskoeffizienten epoein der exprimierten Fusionskonstrukte
sind in Tab. 5 aufgelistet (g1, =203 000 Mem™). Nach Berechnung der Proteinkonzentrati-
on ldsst sich der Markierungsgrad in Anzahl der Fluorophore pro Anzahl der Molekiile

bestimmen (7).

A x D
Markierungsgrad = Exmax © (7)

EProtein X CProtein X d

Tab. 5: Anregungs- und Emissionsmaxima der konjugierten Alexa Fluor® Farbstoffe mit den
entsprechenden Extinktionskoeffizienten. Fiir die Qdot® 655 sind die fiir die beiden verwendeten
Laserlinien bekannten Extinktionskoeffizienten angegeben.

Fluorophor Anregungs- Emissions- Extinktions-
maximum maximum koeffizient

Alexa Fluor® 532 530 nm 554 nm 81 000 M lem™

Alexa Fluor® 633 632 nm 647 nm 100 000 M'em™

Alexa Fluor® 633 622 nm 640 nm 143 000 M 'em™!

C5 maleimid

Qdot® 655 bei 532 nm 2 000 000 M 'cm™!
bei 638 nm 800 000 M 'cm™

3.3.14 Extraktion des Zytosols aus Rattenleberzellen

Fiir in vitro-Transportmessungen fluoreszent markierter Kargomolekiile konnen zytosoli-
sche Extrakte aus verschiedenen Wirbeltierzellen eingesetzt werden. Sie enthalten die in den
Zellen vorhandenen Faktoren fiir den Kerntransport. Neben Retikulozyten- und Erythrozyten-
extrakten findet das Zytosol aus Xenopus-Oozyten oder aus der Leber von Ratten Verwen-
dung (Adam et al., 1992).

Die frisch entnommene Leber wird in RLE-Aufschlusspuffer gewaschen und gewogen.
AnschlieBend wird sie mit einer Schere zerkleinert und in 10 ml Proteaseninhibitoren enthal-
tendem RLE-Aufschlusspuffer pro g Leber bei 4°C homogenisiert. Die Plasmamembranen,
die Zellkerne und Gewebereste werden durch eine 10-miniitige Zentrifugation bei 6 000 g und
4°C abgetrennt. Der Uberstand wird zur Entfernung der Organellen eine Stunde lang bei
100 000 g kalt zentrifugiert. Die im Uberstand noch vorhandenen Vesikel werden durch eine
dritte Zentrifugation bei 180 000 g und 4°C entfernt. Die zytoplasmatischen Proteine im
Uberstand werden durch die langsame Zugabe von Ammoniumsulfat zu einer Endkonzentra-

tion von 60% (w/v) unter Riihren kalt préizipitiert und weitere 30 Minuten kalt geriihrt. An-
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schlieBend wird das Prazipitat 30 Minuten lang bei 7 000 g kalt zentrifugiert. Das Sediment
wird in 0.5 ml RLE-Dialysepuffer pro g Leber resuspendiert. Das Ammoniumsulfat wird mit-
tels zweier Dialyseschritte entfernt. Dazu wird das Dialysegut fiir drei Stunden und nochmals
tiber Nacht gegen das fiinfhundertfache Volumen RLE-Dialysepuffer bei 4°C dialysiert. Das
Dialysat wird eine Stunde lang bei 100 000 g kalt zentrifugiert. Der Uberstand wird aliquo-
tiert, in fliissigem Stickstoff schockgefroren und bei -80°C gelagert.

3.4 Zellbiologische Methoden und nahfeldoptische Mikroskopie

3.4.1 Puffer und Losungen
Alle Losungen werden entweder autoklaviert oder aus sterilen Stammldsungen und Aqua
bidest. angesetzt. Bei der Verwendung von nicht autoklavierbaren Chemikalien, wie z.B. Me-

thanol bzw. Glukose, werden die Losungen durch Sterilfiltration (@ 0.2 pm) entkeimt.

e Alzianblau Beschichtungslosung
1% (w/v) Alzianblau, 1% (v/v) Essigsdure.
e DAPI-Kernfarbungslosung
1 pg/ml DAPI in PBS.
¢ Digitonisierungslosung
40 pg/ml Digitonin in Transportpuffer.
o DMEM-Komplettmedium (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium)
DMEM, 10% (v/v) FCS, 100 U/ml Penicillin, 100 pg/ml Streptomycin, sterilfiltrieren.
e FEinfrierlosung
10% (v/v) DMSO in DMEM Komplettmedium, sterilfiltrieren.
e KP (Kernpuffer)
10 mM NaCl, 90 mM KCIl, 2 mM MgCl,, 0.1 mM CaCl,, ]| mM N-Hydroxyethylendiami-
notriessigsdure (HEDTA), 10 mM Hepes, 100 U/ml Penicillin, 100 pg/ml Streptomycin,
pH 7.3.
e KP-BSA
1% (w/v) Rinderserumalbumin (BSA) in KP.
e KP-0.05% (v/v) Tween20
0.05% (w/v) Tween20 in KP.
e MHL (Modifiziertes Hepes-Leibovitz)-Medium
15 mM Hepes, 2 mM L-Glutamin, 5% (v/v) FKS, 60% (v/v) Leibovitz’s L-15, 100 U/ml
Penicillin, 100 pg/ml Streptomycin.
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e Mowiolgebrauchslosung
3 g Mowiol 4-88 in 10 ml PBS bei Raumtemperatur iiber Nacht rithren. Anschlieend
5 ml Glycerin hinzugeben und weitere acht Stunden rithren. Den pH-Wert mit 1 N NaOH
auf 8.0 einstellen und 15 pl Thiomersal als Konservierungsmittel zugeben. Die fertige
Mowiolgebrauchslosung 15 Minuten bei 4000 rpm zentrifugieren, aliquotieren und bei
—20°C lagern.
e PBS
137 mM NacCl, 2.7 mM KCl, 6.5 mM Na,HPO,, 1.5 mM KH,POy4, pH 7.5.
e PFA-Fixierlosung
4% (v/v) Paraformaldehyd in PBS.
¢ PFA-Glutar-Fixierlosung
4% (v/v) Formaldehyd und 0.1 % (v/v) Glutaraldehyd in PBS.
e RIPA-Puffer
50mM Tris/HCI pH 7.5, 150mM NaCl, 1% (w/v) Natriumdesoxycholate, 0.1% (w/v)
SDS, 1% (v/v) Triton-X, 10 mM EDTA, 10 mM EGTA.
e Transportpuffer
50 mM Hepes, 110 mM Kaliumacetat, 5 mM Natriumacetat, 2 mM Magnesiumacetat,
1 mM EGTA, 2 mM DTT, pH 7.3.
e Transportsubstratlosung
1 uM Transportsubstrat (z.B. GNG oder Ntf-2-Alexa633), 0.5 uM Transportfaktoren
(z.B. Importin o und Importin ) oder 50% (v/v) zytosolischer Rattenleberextrakt,
1 uM Kontrollsubstrat (z.B. BSA-Alexa488, BSA-Cy5 oder Texas Red” Dextran),
I mM ATP, 1 mM GTP, 5 mM Phosphokreatin, 10 U/ml Creatin-Phosphokinase,

complete Proteaseninhibitorencocktail in Transportpuffer oder KP-BSA.

3.4.2 Kultivierung und Passagieren von murinen L-Zellen

Murine L-Zellen werden bei 37°C unter 7% (v/v) CO,-Begasung in DMEM-Komplett-
medium kultiviert. Konfluente Zellen werden mit Trypsin/EDTA von der Kulturschale abge-
16st. Nach einigen Minuten sind die Zellen vereinzelt und kdnnen in geeigneter Verdiinnung

in neue Gewebekulturflaschen ausgesét werden.

3.4.3 Einfrieren und Auftauen von Zellen
Zum Einfrieren von Zellen werden trypsinierte Zellen einer konfluenten Gewebekultur-
schale 3 Minuten lang bei 200 g und 22°C sedimentiert. 5x 10° Zellen werden in 1 ml

DMEM-Komplettmedium resuspendiert und zusammen mit 1 ml Einfrierlosung in ein Ein-
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frierrohrchen tiberfiihrt. Das schrittweise Einfrieren mit einer Rate von 1°C pro Minute bis zu
einer Temperatur von -80°C erfolgt in einer mit Isopropanol gefiillten Kryo-Vorrichtung.
Nach einer Lagerungszeit von sieben bis zehn Tagen bei -80°C werden die Zellen zur Lang-
zeitlagerung in fliissigen Stickstoff {iberfiihrt.

In fliissigem Stickstoff sind die Zellen mehrere Jahre lagerfahig, ohne an Vitalitdt einzu-

biilen. Sie kdnnen bei Bedarf jederzeit aufgetaut werden.

Zum Auftauen von Zellen wird der Inhalt eines Einfrierréhrchens rasch erwarmt und in
eine frische 25 cm” Gewebekulturschale mit 5 ml vorgewdrmtem Komplettmedium iiberfiihrt.
Sobald sich die Zellen auf dem Boden der Kulturflasche abgesetzt haben, wird das Medium

gewechselt, um das in der Einfrierlésung enthaltene DMSO zu entfernen.

3.4.4 Funktionsprufung rekombinant exprimierter Proteine mittels Digitonin-
permeabilisierter L-Zellen und ganzer Oozytenkerne

Fir die Untersuchung des Kerntransports finden zwei in vitro-Systeme Anwendung. In
dem auf Xenopus-Oozyten basierenden System werden manuell préparierte Kerne verwendet
(Radtke et al., 2001). Der zweite Ansatz beruht auf mit Digitonin permeabilisierten Zellen
(Adam et al., 1992). Digitonin ist ein mildes, nicht-ionisches Tensid aus dem Fingerhut Digi-
talis purpurea, das Cholesterol aus der Zytoplasmamembran entfernt. Die intrazelluldren
Membranen sind cholesterolarm und werden deshalb kaum angegriffen. Die Unversehrtheit
des Zellkerns wird in beiden Ansitzen durch den Ausschluss eines fluoreszierenden Kontroll-
substrats iiberpriift. Dafiir werden Molekiile wie beispielweise BSA oder 70 kDa grof3e
Dextrane verwendet, die fiir die freie Diffusion durch die Kernpore zu groB sind.

Fiir die Priifung rekombinant exprimierter Proteine an Gewebekulturzellen werden zu-
nichst sterile Deckglidser 20 Minuten lang mit Alzianblau beschichtet und griindlich mit
DMEM-Komplettmedium gespiilt. AnschlieBend werden L-Zellen in geeigneter Dichte auf
die Deckgléser ausgesit und iiber Nacht bei 37°C kultiviert.

Zur eigentlichen Funktionsanalyse werden die L-Zellen dreimal mit kaltem Transportpuf-
fer gewaschen, fiinf Minuten lang auf Eis in der kalten Digitonisierungslosung permeabilisiert
und abermals dreimal mit kaltem Transportpuffer gespiilt. AnschlieBend wird der Transport-
puffer durch die Transportlosung ersetzt und die Zellen 30 Minuten lang in einer Feuchte-
kammer bei 30°C inkubiert. Die Importreaktion wird durch dreimaliges Spiilen mit PFA-
Fixierlosung gestoppt und die L-Zellen zehn Minuten lang bei Raumtemperatur mit PFA-
Fixierlosung fixiert. AnschlieBend werden die Zellen dreimal mit PBS gewaschen und fiinf

Minuten lang in DAPI-Kernfarbungslosung inkubiert. Zur Dokumentation am Fluoreszenz-
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oder Laserscanningmikroskop werden die Zellen nach dreimaligem Waschen mit PBS trop-

fenweise mit der Mowiolgebrauchslosung benetzt und luftblasenfrei eingebettet.

Fiir die Funktionspriifung der rekombinant exprimierten Proteine mittels ganzer Oozyten-
kerne werden diese aus Stadium VI-Oozyten prépariert und gereinigt. Anschlieend werden je
drei Kerne in ein Kammerdeckglas mit KMP-BSA {iberfiihrt und dreilig Minuten lang mit
fluoreszent markierten Proteinen (Transportsubstratlosung in KP-BSA) inkubiert. Fiir die Do-
kumentation am Fluoreszenz- oder Laserscanningmikroskop werden die Kerne in KMP-BSA

uberfiihrt.

3.4.5 Froschhaltung

Die adulten Xenopus laevis-Weibchen werden in 50 Liter fassenden Aquarien bei einer
Wassertemperatur von 18-20°C gehalten. Das Wasser, das durch die Anlage zirkuliert, wird
tiber einen Bakterienfilter gereinigt und mittels UV-Licht entkeimt. Die Beleuchtungsdauer
betrdgt 14 Stunden. Die Tiere erhalten jeweils einmal in der Woche Fertigfutter und klein

geschnittenes Rinderherz.

3.4.6 Froschoperation zur Gewinnung der Oozyten

Im Ovar eines adulten Xenopus laevis-Weibchens reifen nach der ersten meiotischen Tei-
lung arretierte Oozyten heran. Progesteron induziert in den ausgewachsenen Stadium VI-
Oozyten die zweite meiotische Teilung; der Zellkern wird aufgeldst und der Reifungsprozess
abgeschlossen (Smith, 1989).

Fiir die nahfeldoptischen Kernmembranpréiparationen werden operativ entfernte Oozyten
mit dem groBten Zellkern (Stadium VI) verwendet. Rechtlich handelt es sich hierbei um einen
genehmigungspflichtigen Tierversuch nach dem deutschen Tierschutzgesetz. Grundséitzlich
werden alle Losungen, mit denen die Frosche in Beriihrung kommen, mit Leitungswasser
angesetzt. Operiert werden lediglich Tiere, deren letzte Entnahme mindestens sechs Wochen
zuriickliegt und deren Operationswunde vollstindig verheilt ist.

Das Froschweibchen wird fiir etwa 20 Minuten im Tauchbad in einer kalten 0.25% (w/v)
Aminobenzolsdureethylester-Losung narkotisiert. Die Betdubung wird an der totalen Erschlaf-
fung der Beinmuskulatur tiberpriift. Das Tier wird mit Leitungswasser abgespiilt und im ge-
reinigten Operationsfeld auf ein feuchtes Stiick Kiichenrolle gebettet. Die von der Operation
unberiihrten Korperteile werden ebenfalls mit einem feuchten Tuch bedeckt. Mit einem steri-
len Skalpell wird die Bauchdecke durch einen 1 cm langen Schnitt, 2-3 cm parallel zur Medi-
anlinie und 2-3 cm oberhalb der Leistenbeuge, gedffnet. Die darunter liegende Facia ventralis

und die geschichtete Bauchmuskulatur werden mit einer Schere durchschnitten. Durch diese
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Offnung wird ein Teil der fingerférmigen Ovariallappen mit Hilfe einer abgewinkelten Pin-
zette ergriffen, mit einer Schere abgetrennt und sofort in eine Petrischale mit MHL-Medium
tiberfiihrt.

Die Operationswunde wird von Oozyten und Blut gereinigt und mit synthetischem, absor-
bierbarem Nahtmaterial (Surgicryl USP 4/0 EP 1.5) verschlossen. Dazu werden die Bauch-
muskulatur und die Bauchdecke separat durch je zwei Stiche gendht und die Naht mit einem
chirurgischen Knoten gesichert. AnschlieBend wird das Tier griindlich mit Leitungswasser
abgespiilt, um Narkosemittelreste vollstindig zu entfernen und zum Aufwachen in ein kleines,
teilweise abgedecktes Becken gesetzt. Nach ein bis zwei Stunden wird das Froschweibchen
fiir eine Nacht in ein 0.5% (w/v) Meersalz enthaltendes, epidermales Regenerationsbad iiber-
fiihrt, bevor es in die Aquarienanlage zuriickgesetzt wird.

Das operativ entfernte Ovarstiick wird je nach Verwendung unterschiedlich aufbewahrt.
Die Oozyten konnen fiir Antikorperfarbungen in MHL-Medium bei 4°C bis zu einer Woche
gelagert werden. Fiir Transportmessungen werden am besten frisch entnommene Oozyten
verwendet. Das restliche Ovarstiick wird bei 24°C und 7% CO,-Begasung aufbewahrt, wobei
das MHL-Medium téglich gewechselt wird.

3.4.7 Kernmembranpraparation und Antikdrperfarbung

Im operativ entfernten Ovarlappen sind Oozyten aller Reifungsstadien vorhanden (Abb.
16). Unter dem Stereomikroskop werden die gewiinschten Oozyten (Stadium VI) in Kernpuf-
fer (KP) mittels feiner Pinzetten vereinzelt. Dabei werden nur solche Oozyten ausgewihlt, die
eine gleichmédBige Farbung innerhalb der animalen und vegetativen Hemisphire aufweisen.

Die fiir die Praparation der Zellkerne verwendeten Petrischalen und Werkzeuge werden
zundchst zwei Stunden lang in KP-BSA beschichtet, um die Haftung der Kerne zu reduzieren.
Die verwendeten Losungen und Puffer werden vor der Verwendung sterilfiltriert und durch
eine 15 Minuten lange Ultraschallbehandlung entgast. Die Oozyte wird mit Hilfe zweier Uhr-
macherpinzetten (Dumont No. 5 Biologie) am animalen Pol leicht gedffnet und der Kern, der
sich in der animalen Hemisphire befindet, durch leichten Druck in der Aquatorialebene aus-
getrieben. AnschlieBend wird der Zellkern mit dem abgeschmolzenen Ende einer ausgezoge-
nen Glaskapillare von anhaftenden Dotterplittchen gereinigt. Aufgrund des osmotischen
Drucks schwillt der Zellkern in dem mit 1% (w/v) Rinderserumalbumin (BSA) versetzten
Kernpuffer an und die Kernmembran wird entfaltet.

Fiir die Markierung der Kernmembran wird der Zellkern wahlweise mit dem lipophilen
Farbstoff Dil C18(3) inkubiert. Dil ist ein Dialkylcarbocyanin, das sich in die Lipiddoppel-

schicht einlagert. Das Absorptionsmaxium liegt bei 549 nm und das Emissionsmaximum bei
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Abb. 16: Praparation der Kernmemb-
ran aus einer Xenopus laevis-Oozyte.
Das operativ entfernte Ovarstiick (a) ent-
hélt Oozyten aller sechs Reifungsstadien
(c). Der Zellkern wird mit Hilfe von
Uhrmacherpinzetten aus Stadium VI-
Oozyten prapariert (b) und schwillt im
leicht hypoosmolaren Medium an (d).

c) Stadien
v Vv

565 nm. Der Zellkern wird 30 Minuten lang in KP-BSA mit 0.05% (w/v) Dil angefarbt und
anschlieBend dreimal in KP-BSA gewaschen.

Mit Hilfe einer abgeflammten Pipettenspitze wird der Zellkern in der Fliissigkeitskammer
tiber den Trogen platziert. Zur Praparation der nukleoplasmatischen Seite wird der Kern mit-
tels zweier feiner Insektennadeln gedffnet und das Chromatin entfernt. Dabei ist zu beachten,
dass eine moglichst grofle, ebene Membranfldche fiir die nahfeldoptische Messung entsteht.
Fiir die Priparation der zytoplasmatischen Seite muss nach dem Offnen des Kerns die Memb-
ran gewendet werden, bevor sie auf dem Boden der Kammer befestigt wird. Anschlieend
wird die Membran mit KP-BSA gewaschen, um das Chromatin aus der Fliissigkeitskammer
zu entfernen.

Um unspezifische Antikdrperbindung zu verhindern, wird das Pridparat 15 Minuten mit
KP-BSA blockiert und anschlieBend zweimal mit KP gewaschen. Die Kernmembran wird
eine Stunde lang bei Raumtemperatur mit dem in KP verdiinnten primédren Antikérper inku-
biert. Ungebundene Antikorper werden durch dreimaliges Waschen mit KP entfernt, bevor
das Préparat ebenfalls fiir eine Stunde bei Raumtemperatur mit dem in KP verdiinnten sekun-
déren Antikorper inkubiert wird. Anschlieend wird die Kernmembran dreimal mit KP gewa-
schen und iiber Nacht bei 4°C gelagert, wenn nicht anders angegeben.

Fiir Doppelimmunfarbungen werden ungefirbte Kernmembranen auf den Trégen prépa-
riert. Die Priparate werden zuerst mit aNupl53-Antikorper, anschlieBend mit mAb414 und
zuletzt mit den beiden sekundéren Antikdrpern inkubiert. Zwischen den Schritten wird jeweils
dreimal mit KP gewaschen. Die Antikdrperinkubationsdauer betrégt jeweils eine Stunde.

Bei Préparaten, die noch am selben Tag nahfeldoptisch untersucht werden, verwendet

man, soweit vorhanden, mit Fluorophoren konjugierte primére Antikorper.
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Fiir rasterkraftmikroskopische Aufnahmen werden die Kernmembranen entweder mit
a.dest. gespiilt und getrocknet oder nach der Antikérperfarbung flinfzehn Minuten lang mit
Phalloidin (1:100) inkubiert, dreimal mit KMP gespiilt, fiinfzehn Minuten lang in PFA-
Glutar-Fixierlosung fixiert und je dreimal mit PBS und KMP gewaschen.

Fiir die immunologische Analyse werden die gereinigten Zellkerne durch Auf- und Abpi-

pettieren in RIPA-Puffer homogenisiert und mit SDS-Probenpuffer denaturiert.

3.4.8 Herstellung der Flussigkeitskammer

Die zwei fiir die nahfeldoptische Untersuchung des Kerntransports bendtigten Komparti-
mente werden durch eine mikrostrukturierte Oberflache erzeugt. Trogformige Vertiefungen
im Boden der Fliissigkeitskammer werden durch die planar préparierte Kernmembran semi-
permeabel verschlossen. Dariiber befindet sich das zweite Kompartiment. Am Institut fiir An-
gewandte Physik wurden Lochtemplate sowohl mit statistisch verteilten (Johnas, 2004) als
auch mit regelmiBig angeordneten Lochern (Diefiel, 2006) entwickelt und hergestellt, die im
Folgenden kurz beschrieben werden.

Statistisch verteilte Locher in Form von zylindrischen Trogen lassen sich durch Bedamp-
fung von Kiigelchen mit einem Film und deren anschlieende Entfernung erzeugen. Zunichst
wird ein Deckglas 15 Minuten lang in einer 70°C heiflen 1% (v/v) Hellmanex-L&sung mit
Ultraschall gereinigt. Nach dreimaligem Waschen in a.bidest. wird das Deckglas 30 Minuten
lang mit einer Polyethylenimin (PEI)-Losung oder einer Poly-L-Lysin (PLL)-Losung von
1 mg/ml beschichtet, einmal mit a.bidest gewaschen und getrocknet. AnschlieBend wird eine
Suspension mit Polystyrolkiigelchen (Latex Microparticles), die zuvor einige Minuten im Ult-
raschallbad dispergiert wurden, auf das Deckglas gegeben und zwischen drei und acht Stun-
den in einer Feuchtekammer bei Raumtemperatur inkubiert. Die Lochdichte wird {iber die
Konzentration der Suspension gesteuert, wobei die Kiigelchen zur Aggregation neigen und
deshalb nicht zu dicht appliziert werden konnen. Es werden Polystyrolkiigelchen mit einem
Durchmesser von 0.581 und 1.15 pm verwendet. Nachdem das Deckglas mit a.bidest. gespiilt
und liegend getrocknet wurde, wird mit einer Elektronenstrahl-Verdampfungsanlage eine
4 nm starke Haftschicht aus Chrom aufgedampft. Als Zwischenschicht werden 10 nm Alumi-
nium oder 20 nm Gold aufgebracht, die mit 300 nm SiO, bedampft werden. Die Polystyrol-
kiigelchen werden durch eine dreimalige Ultraschallbehandlung von je 15 Minuten in Dich-
lormethan aus dem strukturierten Deckglas herausgeldst, das in a.bidest. gewaschen und
nochmals 15 Minuten lang in einer 70°C heilen 1% (v/v) Hellmanex-Losung mit Ultraschall

gereinigt wird. AnschlieBend wird es nochmals mit einer Polyethylenimin-Losung oder einer
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Abb. 17: Herstellung der Flussigkeitskammer. Auf ein gereinigtes Deckglas (a) wird eine diinne
Schicht Fotolack aufgebracht (b). Die Struktur einer Chrommaske (c¢) wird durch Belichtung (d) auf
den Lack tibertragen (e) Die Fliissigkeitskammer wird durch Verbindung eines PDMS-Rands mit der
strukturierten Oberflaiche komplettiert (f). Die im PDMS eingelassenen Magnete dienen der Veranke-
rung der Kammer auf einem speziellen Probenteller.

Poly-L-Lysin-Losung beschichtet und durch Hinzufligen eines mit Vakuumfett abgedichteten

Teflonrands gebrauchsfertig gemacht.

Mittels Photolithographie konnen groBere und tiefere Locher in strukturierte Oberflichen
eingebracht werden, die zudem in einem regelméafigen Muster angeordnet sind. Dazu wird ein
Deckglas 45 Minuten lang in einer aus einem Teil Schwefelsdure und zwei Teilen Was-
serstoffperoxid bestehenden, kochenden Piranha-Losung gereinigt und dreimal mit a.bidest.
gewaschen. Auf das hydrophile Deckglas wird mittels Rotationsbeschichtung ein lichtemp-
findlicher, auf Epoxidharz basierender Su-8 5 Negativ-Fotolack aufgebracht (Abb. 17). Nach
einer Hitzebehandlung, die das im Lack enthaltene Losungsmittel entfernt, wird die Struktur
einer dem Harz aufliegenden Chrommaske durch UV-Belichtung (365 nm) auf den Lack
tibertragen. Die belichteten Regionen werden durch eine wiarmeinduzierte, sdurekatalysierte
Polymerisationsreaktion quervernetzt. Die unbelichteten Bereiche dagegen werden durch die
anschlieBende Behandlung mit dem Su-8 Entwickler entfernt.

Auf dem mikrostrukturierten Deckglas wird ein 3 mm starker und 1 mm hoher Rand aus
Polydimethylsolixan (PDMS) aufgebracht (s. Abb. 17). Zunichst wird in Xylol geldstes di-
methylvinyliertes Siloxan mit einem Zehntelvolumen Platin-Katalysator (Sylgard® 184) ver-
mischt, eine Stunde entgast und in eine Teflonform gegossen. In jede Ecke wird ein magneti-
scher Quader mit 2 mm Kantenlénge gelegt, damit die Fliissigkeitskammer rutschfest auf dem
Probenteller verankert werden kann. Nach der einstiindigen Polymerisation bei 70°C wird das
PDMS-Elastomer vorsichtig der Teflonform entnommen, mit ein wenig fliissigem Siloxan-
gemisch als Klebstoff auf dem mikrostrukturierten Deckglas aufgebracht und durch eine ein-
stiindige Inkubation bei 70°C fest verbunden. Die fertigen Fliissigkeitskammern konnen

staubfrei mehrere Monate gelagert werden.
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Vor der Kernprédparation wird die Oberfliche der Fliissigkeitskammern durch eine 30-
miniitige Plasmadtzung hydrophilisiert und durch eine mindestens einstiindige Inkubation bei

4°C mit Poly-L-Lysin (1 mg/ml) beschichtet.

3.4.9 Herstellung der Dreiecksapertursonden

Die Giite der nahfeldoptischen Sonde bestimmt maBgeblich die Qualitit der Messung. Der
Offnungswinkel beeinflusst die Lichtstirke der Sonde und der Aperturdurchmesser ihre opti-
sche Auflosung. Die Dichtigkeit des Metallfilms wirkt sich positiv auf das Signal-Rausch-
Verhiéltnis der Messung aus. Die Stirke der aufgedampften Metallschicht bestimmt die Fliche
des Sondenplateaus. Die Vergroferung des Plateaus verringert die topographische Auflésung.

Detaillierte Angaben zum Herstellungsprozess und der Sondencharakterisierung findet
man in DieBel (2006). In der folgenden Beschreibung sind die Herstellungsschritte kurz dar-
gestellt.

Die Dreiecksapertursonde wird durch Brechen eines gereinigten Deckglases hergestellt.
Das Glas wird mit einem Diamantmesser parallel zu einer Kante eine Drittel Kantenldnge
weit eingeritzt und durch leichten Druck gebrochen. Genauso wird eine zweite Bruchkante
erzeugt, die orthogonal zur ersten verlduft, wobei im Schnittpunkt der beiden Bruchkanten
eine dritte, senkrecht durch das Glas verlaufende Kante entsteht. Diese Quaderspitze bildet
den Korper der zukiinftigen Sonde, der zwecks Massenreduktion auf eine Kantenldnge von
unter einem Millimeter getrimmt wird. AnschlieBend wird gegeniiber der Quaderspitze eine
Glasfaser im Winkel von 45° mit UV-hirtendem Kleber befestigt, wodurch ein lichtdurchlis-
siges Prisma entsteht, das der Lasereinkoppelung dient. Die Sonde wird in einer Elektronen-
strahl-Verdampfungsanlage mit einer 130-150 nm starken Aluminiumschicht bedampft und
fiir die Abstandskontrolle auf einer piezoelektrischen Stimmgabel befestigt, die ihrerseits auf
einem Metallpldttchen angebracht wird. Die Apertur wird entweder durch die Entfernung der
Spitze mit einem fokussierten Ionenstrahl oder durch kontrolliertes Driicken gegen eine harte
Oberfldche erzeugt, wobei der Aluminiumfilm zur Seite gedréngt und das Plateau verbreitert
wird. AnschlieBend wird die Glasfaser entfernt und die Sonde nach Einbau in den SNOM-

Kopf charakterisiert.

3.4.10 Messungen am nahfeldoptischen Mikroskop

Nahfeldoptische Messungen an biologischen Systemen sind insbesondere unter Fliissig-
keit sehr selten (Hoppener et al., 2005) und speziell an freitragenden Strukturen nicht bekannt.
Ein wichtiges Erfolgskriterium fiir derartige Untersuchungen ist die Stabilitdt des Systems, da

wihrend der Rasterung der Probe auftretende Drifte die Messung beeinflussen und das Mess-
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ergebnis beeintrachtigen. Die erste Hiirde stellt allerdings die Anndherung des Sondenplateaus
auf wenige Nanometer an die Membran ohne Kraftabstandskontrolle dar.

Zunichst werden in einer Dil- oder Alexa Fluor™ 532-markierten Kernmembranpriparati-
on Troge mit eben gespannten Membranen gesucht. Nach dem Auffinden einer geeigneten
Probenstelle wird das iiber Nacht bei 4°C gelagerte Préparat im Gegensatz zu den frischen
Préparationen fiir drei Minuten mit 0.05% (v/v) Tween in KP behandelt und anschlieBend
dreimal mit KP gespiilt. Nach der Kontrolle des Fliissigkeitsspiegels in der Messkammer wird
der SNOM-Kopf mit der Sonde aufgesetzt. Fiir detaillierte Informationen zur Justage der
Sonde im SNOM-Kopf wird auf die Diplomarbeit von D. DieBel (2006) verwiesen. Die Drei-
ecksapertursonde wird mittig iiber dem Loch platziert und mit Hilfe eines im SNOM-Kopf
eingebauten Elektromotors bis auf 5 pum iiber die Kernmembran abgesenkt. Anschlieend
wird der Tisch zuerst in 1 pum und spéter in 200 nm Schritten angehoben. Die Annéherung
wird mittels einer Digitalkamera {iberwacht und gestoppt, sobald sich die Kernmembran und
das Sondenplateau in einer Fokusebene befinden. Nach Feinjustage der Lasereinkopplung in
das Prisma der Sonde wird die Rasterung der Probenoberfliche gestartet und bei Bedarf eine
auftretende Drift korrigiert. Bei doppelt gefarbten Praparaten wird nach einer erfolgreichen
Aufnahme die Laserlinie iiber eine Einkopplungsmimik gewechselt und nach erneuter Fein-
justage der Lasereinkopplung dieselbe Probenstelle gerastert.

Nach Beendigung der Messung wird zunichst der Tisch vollstindig abgesenkt, bevor die
Sonde iiber den Elektromotor im SNOM-Kopf zuriickgezogen wird. AnschlieBend wird der
SNOM-Kopf abgenommen und die Probe gewechselt. Bei intakter Sonde kann diese fiir eine

weitere Messung verwendet werden, andernfalls wird sie ebenfalls ausgetauscht.
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4 Ergebnisse

4.1 Rekombinante Expression von XLef-1 und XTcf-1

Fiir die Untersuchung des Kerntransports mittels nahfeldoptischer Mikroskopie wurden
heterolog exprimierte Proteine eingesetzt. Dabei stellte die Induktion der HMG-Box-Trans-
kriptionsfaktoren XLef-1 und XTcf-1 im préparativen Malistab eine besondere Herausforde-
rung dar, da sie rekombinant sowohl in Bakterien als auch in eukaryotischen Zellen nur
schwach exprimiert werden (Dr. A. Schambony und Prof. Dr. M. Waterman, personliche Mit-
teilungen). Die niedrige Expressionsrate ist flir elektrophoretische Mobilitdtssprungsanalysen
(EMSA) (Pukrop et al., 2001) oder Untersuchungen mittels Immun-Blot (PD Dr. D. Gradl,
personliche Mitteilung) hinreichend. In der nahfeldoptischen Fluoreszenzkorrelationsspektro-
skopie (noFCS) benétigt man dagegen aufgrund des kleinen, evaneszenten Detektionsvolu-

mens fluoreszent markierte Proteine im mikromolaren MaBstab.

4.1.1 Kilonierung der Expressionskonstrukte und deren Induktion

In der vorliegenden Arbeit wurden XLef-1 und XTcf-1 aus den zur Verfiigung stehenden
Konstrukten in geeignete Expressionsvektoren umkloniert. Der Vektor pQE-30 besitzt ein T5-
Promotor-Transkriptions-Translationssystem, das durch zwei lac-Operatorsequenzen die ba-
sale Expression des Fusionsproteins effizient reprimiert. Im Expressionssystem des Vektors
pRSET dagegen steuert der lac-Repressor die Expression der T7-RNA-Polymerase, die unter
der Kontrolle des lacUV5-Promotors als Prophage (ADE3) in den Expressionsstamm integ-
riert wurde. Die Expression des Fusionsproteins wiederum steht unter der Kontrolle des T7-
Promotors.

Die XLef-1-cDNA wurde in einer PCR derart mit terminalen XhoI-Schnittstellen verse-
hen, dass sich nach Subklonierung und Amplifikation in pGEM®-T (Promega) die kodierende
Sequenz in pRSET im Leseraster der N-terminalen Polyhistidin-Markierung befand und C-
terminal die Aminosduren RGSC die Proteinsequenz beendte. Die korrekte Insertion wurde
durch einen Verdau mit Xhol tiberpriift, bei dem zwei Fragmente von 1.1 und 2.9 kb entstehen
(Abb. 18d), und durch Sequenzierung verifiziert.

Des Weiteren wurden XLef-1 und XTcf-1 in pQE-30 kloniert, wobei XLef-1 C-terminal
um die Aminosduren RGSC und XTcf-1 um ASC erweitert wurden. Dazu wurden beide
cDNAs mittels PCR amplifiziert und durch geeignete Primer 5° der kodierenden Sequenzen
eine Kpnl- sowie 3’ eine Sall-Schnittstelle so eingefiigt, dass zwischen dem Leseraster der N-
terminalen Polyhistidin-Markierung und dem der C-terminal zu insertierenden Fragmente

keine Verschiebung auftrat. Nach dem KpnlI-Sall-Restriktionsdoppelverdau wurden die DNA-
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Fragmente gerichtet in pQE-30 kloniert. Die korrekte Insertion wurde fiir XLef-1 durch einen
Verdau mit ECORI iiberpriift. Das erwartete Bandenmuster (766 und 3822 bp) stimmte mit dem
beobachteten iiberein (Abb. 18d). Die Klonierung von XTcf-1 in pQE-30 wurde durch eine
Restriktionsanalyse mit Sacl validiert, wobei abermals die erwarteten Banden (1054 und 3507
bp) auf dem Agarosegel zu sehen waren. Die Sequenzierung der beiden Konstrukte forderte

fiir das XTcf-1 pQE-30-Konstrukt eine Punktmutation an Position 225 (Methionin zu Threo-

Xbal (59) Xhol (2)

Ndel EcoRI (89)
e Xhol (212) ; Sacl (162)

7 ‘ ' ’l Sacl (213) Kpnl (168)

6xHis- N

T5 + lacO

4 . 6x His-
/' pUC Ori XLef-1 AmpR XLef-1 EcoRI (855)
Ndel (867)
XLef-1 pRSET EcoRI (903) XLef-1 pQE-30
Hevzie apbomp Sall (1301)

HindI11 (1315)
Xhol (1352)

Kpnl (1372)

AmpR

EcoRI (1377)
HindIII (1384)
0 d) XLef-1  XTcf-1
A
Xhol(2) "‘;(’ g g
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Abb. 18: Plasmidkarten und Restriktionsverdau der klonierten Expressionskonstrukte. Die
XLef-1-DNA wurde C-terminal um die Peptidsequenz RGSC erweitert und iiber XhoI in den Vektor
pRSET (a) bzw. iiber KpnI und Sall in den Vektor pQE-30 (b) insertiert. Die C-terminal um die Pep-
tidsequenz ASC verldngerte XTcf-1-DNA wurde iiber Kpnl und Sall in pQE-30 (c) ligiert. Alle Fusi-
onsproteine tragen N-terminal eine 6xHis-Affinitdtsmarkierung. (d) Der Restriktionsverdau des XLef-
1 pRSET Konstrukts mit dem Enzym Xhol schneidet das insertierte Fragment (1.14 kb) aus dem Vek-
tor (2.9 kb). Das Enzym ECORI spaltet das XLef-1 pQE-30-Konstrukt in zwei Fragmente (766 bp und
3.8 kb). Das XTcf-1 pQE-30-Konstrukt wird durch das Restriktionsenzym Sacl ebenfalls in zwei
Fragmente geteilt (1054 bp und 3.5 kb). Als GroBenstandard wurde der DNA-Molekulargewichts-
marker 2-log auf dem 1.5%igen Agarosegel aufgetragen.
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nin) zu Tage, wohingegen das XLef-1 pQE-30-Konstrukt keine Verdnderungen aufwies.

Die Induktionen der XLef-1 und XTcf-1 pQE-30-Konstrukte im E. coli-Stamm M15 lie-
Ben sich ebenso wie die Induktion von XLef-1 pRSET in BL21 (DE3)-Zellen nicht auf einem
Coomassie gefarbten Polyacrylamidgel visualisieren (Abb. 19). Fir die XLef-1-
Fusionskonstrukte wurden aufgrund der cDNA Molekulargewichte von 46.6 kDa (pRSET)
und 44 kDa (pQE-30) berechnet (Tab. 14, Anhang 8.2). Immun-Blot-Analysen zeigen XLef-1
im Bereich von 55 kDa (Abb. 21b und PD Dr. D. Gradl, personliche Mitteilung). Das XTcf-1-
Fusionsprotein wird aufgrund seines berechneten Molekulargewichts von 43.4 kDa nach der

elektrophoretischen Auftrennung in derselben Grofle wie XLef-1 erwartet.

a) XLef-1 pRSET b) XLef-1 pQE-30 c) XTcf-1 pQE-30
ka ©H20h Th 2h 3h 4h .~ 6H20h 1h 2h 3h 4h | = 6H20h Th 2h 3h 4h
200 — ~— 200 — 200 — =

116 — se 116 —| s 116 — s

97 | .= 97 —| 97 —| ==
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Abb. 19: Die Induktion der klonierten Konstrukte zeigte keine nennenswerte Expression der
Fusionsproteine. XLef-1 pRSET (a) wurde mit 1 mM IPTG vier Stunden lang bei 30° C in BL21
(DE3)-Zellen (ODgy = 0.6) induziert. Die Induktion von XLef-1 pQE-30 (b) und XTcf-1 pQE-30 (c)
erfolgte in M15-Zellen. Keines der Coomassie-gefarbten Polyacrylamidgele zeigte eine im Laufe der
Induktion stirker werdende Bande in der erwarteten GroBe (Pfeilspitze). Als Gréfenstandard wurde
der Proteinstandard SDS-6H2 (Sigma GmbH) aufgetragen.

B-Catenin als der aktivierende Teil des heterodimeren (-Catenin-Lef/Tcf-Komplexes da-
gegen wird in BL21 (DE3)-Zellen bereits nach einer Stunde deutlich sichtbar exprimiert
(Abb. 20). Die vierstiindige Induktion bei 30°C lieferte eine fiir die chromatographische Auf-

reinigung hinreichende Masse rekombinant exprimierter Fusionsproteine.

kDa ©H2 Oh 1h 2h 3h 4h Abb. 20: B-Catenin wird in BL21 (DE3)-Zellen stark
200 — exprimiert. Das GST-Fusionsprotein wurde mit 1 mM
IPTG vier Stunden lang bei 30°C induziert. Bereits nach
116 — e —y " einer Stunde war die Expression von 3-Catenin zu sehen
97 —\-. H - (Sternchen). Die Proteinzunahme innerhalb der vierten
66 — e = H | Stunde war weniger stark als zuvor, so dass flir die re-
! I kombinante Expression von B-Catenin eine Induktions-
45 — Lol spanne von vier Stunden als hinreichend anzusehen ist.
. Als GroBenstandard wurde SDS-6H2 (Sigma GmbH)

o aufgetragen.
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Der schlechten Induktion von XLef-1 und XTcf-1 kdnnen mehrere Ursachen zugrunde
liegen. Moglicherweise interagiert die HMG-Box als positiv geladene DNA-Bindungsstelle
mit genomischer DNA und reprimiert die Transkription bakterieller Gene oder sie bindet Po-
lyanionen, wie beispielsweise tRNAs, und beeintrachtigt dadurch biochemische Prozesse in-
nerhalb der Wirtszelle. Dariiber hinaus kann die Translationsrate von XLef-1 und XTecf-1
durch die Existenz bestimmter Codons limitiert werden, die von in E. coli selten vorkommen-
den tRNAs erkannt werden. Auch der Mangel an geeigneten Chaperonen konnte durch Miss-
faltung zur Degradation des Zielproteins fithren oder ionische Interaktionen durch fehlende
Maskierung der HMG-Box fordern. Zudem besteht die Moglichkeit, dass die Bindung des
Transkriptionsfaktors an Lef-1-Bindungselemente innerhalb der Gensequenz spezifisch die
eigene Transkription reprimiert.

Die fundamentale Mutation der HMG-Box stellt dabei keine Losung der Expressionsprob-
lematik dar, weil dadurch die Besonderheit dieser Transkriptionsfaktoren zerstort wiirde und

dies dem Einsatz eines trunkierten oder gar eines artifiziellen Proteins gleich kdme.

4.1.2 Optimierung der Induktion durch unterschiedliche E. coli Stamme

Die Codonanalyse der XLef-1-Sequenz zeigte, dass sieben der achtzehn Arginine als agg
codiert waren und damit von einer in E. coli seltenen tRNA erkannt wurden. Insbesondere die
beiden direkt aufeinanderfolgenden Arginine in der HMG-Box stellten dadurch einen mdogli-
chen translationalen Engpass dar, der im Extremfall zum Kettenabbruch fithren kann. Die
Gensequenz von XTcf-1 beinhaltete das Codon agg viermal, wovon drei Arginine in der
HMG-Box lagen (s. Anhang 8.1).

Der Bakterienstamm Rosetta™ besitzt tRNAs fiir eukaryotische, in E. coli seltene Codons

a) kbDa 6H2 Oh 2h 4h 6h 22h 24h b) kDa Oh 2h 4h 6h 22h 24h

200 - = 200 — ¢His
116 — po— 116 —
97 - = 97 —
66 — W " 66 —
. — %
45 — . 45 ] . au OB B8 | $
._—_.:---— - 1
29 —|— — — 29

Abb. 21: XLef-1 (pQE-30) wurde im E. coli Stamm Rosetta™ langsam und schwach exprimiert.
XLef-1 wurde mit 1 mM IPTG bei 25°C in Rosetta™-Zellen induziert. Das mit Coomassie gefarbte
Polyacrylamidgel (a) zeigte innerhalb von sechs Stunden keine Proteinbande in der erwarteten Grof3e
(Sternchen). Die schwache Expression von XLef-1 wurde erst auf dem Immun-Blot (b) mit einem
oHis-Antikorper sichtbar. Die schneller migrierenden Banden zeigten den Kettenabbruch wihrend der
Translation oder die Degradation des Zielproteins (Pfeilspitzen). Als Gréfenstandard wurde der Prote-
instandard SDS-6H2 (Sigma GmbH) aufgetragen.
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unter der Kontrolle der endogenen Promotoren. Die Expression von XLef-1 pQE-30 in die-
sem Stamm war auf einem mit Coomassie gefarbten Polyacrylamidgel ebenfalls nicht zu se-
hen (Abb. 21a). Der Immun-Blot jedoch zeigte eine schwache Induktion des Fusionsproteins,
die 22 Stunden nach Induktionsbeginn prominent wurde (Abb. 21b). Die niedermolekularen
Banden auf dem Immun-Blot wurden im Laufe der Induktion ebenfalls stdrker und stammten
moglicherweise von translationalen Kettenabbriichen des XLef-1-Fusionsproteins (pQE-30)
oder stellten Degradationsprodukte dar.

Auch der Einsatz weiterer Bakterienstimme wie beispielweise BL21 (DE3) RIL, BL21
(DE3) RIPL, Origami™ B oder Rosetta gami™ brachte keine bessere Induktion. Ferner fiihr-
ten Verdanderungen der Kulturdichte, der Induktionstemperatur in einem Bereich zwischen
20°C und 30°C, der IPTG-Konzentration und der Induktionszeit zu keiner signifikanten Ver-

besserung des Induktionsergebnisses.

4.1.3 Induktion von XLef-1 in Gegenwart von Importinen als mdégliche Chaperone

Die Mitglieder der Importin B-Superfamilie sind nicht nur essentielle Faktoren des Kern-
transports, sondern binden im Zytoplasma basische Proteine wie beispielsweise Histone oder
ribosomale Proteine und verhindern dadurch deren Prézipitation durch Polyanionen wie
tRNAs (Jakel et al., 2002). Nach Translokation durch die Kernpore werden die basischen Pro-
teine an Chaperone des Zellkerns wie CAF-1 oder Nucleoplasmin im Falle der Histone
(Philpott et al., 2000) iibergeben oder moglicherweise von den Importinen bis an ihren Be-
stimmungsort eskortiert. Infolgedessen bieten sich Importine als eukaryotische Chaperone zur
Maskierung der HMG-Box an.

Um einen potentiellen Effekt der Importine auf die Induktion von XLef-1 ausfindig zu
machen, wurde XLef-1 zusammen mit denselbigen koexprimiert. Vor der Induktion eines
einzelnen Klonierungsereignisses wurde die Prdsenz der transformierten Plasmide mittels
PCR verifiziert.

Die gemeinsame Induktion von XLef-1 pRSET und Importin a2 in BL21 (DE3)-Zellen
zeigte im Immun-Blot eine starke Expression von Importin a2 (Abb. 22b) und zwei schneller
migrierende Banden im alLef-Immun-Blot (Abb. 22a), die moglicherweise Degradationspro-
dukte von XLef-1 darstellten. Die Expressionsbande der erwarteten Grofe fehlte. Bei der
Koexpression von XLef-1 pQE-30 und Importin  in M15-Zellen dagegen wurde nicht nur
Importin B, sondern auch XLef-1 exprimiert (Abb. 22). Bei der Dreifachexpression von XLef-
1 pQE-30, Importin a3 und  in M15-Zellen stellte sich der Effekt von Importin a3 auf die

Expression von XLef-1 je nach eingesetztem Antikorper unterschiedlich dar. Im olLef-



4 Ergebnisse 82
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Abb. 22: Importin B stabilisiert als natiirliches Chaperon die Expression von XLef-1. Importin
a2 (blaue Pfeilspitze) wurde bei der gemeinsamen Induktion mit XLef-1 pRSET in BL21 (DE3)-
Zellen stark exprimiert (b), wobei es keinen stabilisierenden Effekt auf XLef-1 ausiibte (a). Importin 3
dagegen wirkte ohne und gemeinsam mit Importin a3 positiv auf die Expression von XLef-1 (Stern-
chen) in M15-Zellen (a). Die Proteinexpression wurde mit 1 mM IPTG induziert und erfolgte bei
30°C. AnschlieBend wurde die Expression der Poly-Histidin-Fusionsproteine XLef-1 (pRSET und
PQE-30) (rote Pfeilspitze), Importin  (griine Pfeilspitze), Importin a2 und a3 (blaue Pfeilspitze) mit-
tels aHis-Antikorper analysiert (b) und mit dem aLef-Immun-Blot verglichen. Die schneller migrie-
renden Banden (schwarze Pfeilspitzen) stellen moglicherweise Degradationsprodukte dar (a).

Immun-Blot waren die detektierten Banden der Dreifachinduktion insgesamt schwicher als
bei der Doppelinduktion (Abb. 22a). Demgegeniiber zeigte der aHis-Immun-Blot im Laufe
der Dreifachinduktion eine deutliche Zunahme der Induktionsbanden in der fiir XLef-1 erwar-
teten Grofe und im Vergleich zur Doppelinduktion eine insgesamt stirkere Expression (Abb.
22b).

Infolge der qualitativen Verbesserung der XLef-1-Induktion durch die Koexpression der
Importine wurden weitere Transformationsereignisse auf ihr Expressionspotential untersucht.
Zusétzlich wurde die Priasenz der transformierten Plasmide in der Kultur am Induktionsende

mittels PCR iiberpriift (Abb. 23). Dabei konnte in einer Kultur XLef-1 erstmals in Mengen

a) Nr.12 o Lef-1 Impa3 Impp1 b) Nr.13 o Lef1 Impa3 Impp1
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Abb. 23: Die Plasmide bleiben in der Gesamtkultur trotz identischer Resistenzgene erhalten.
Einzelne Klonierungsereignisse wurden induziert und mittels PCR zu Beginn (Oh) und am Ende (4h)
der Induktion auf die Prisenz der transformierten Plasmide hin analysiert. In den dargestellten Induk-
tionsansdtzen 12 (a) und 13 (b) konnten alle drei Plasmide nachgewiesen werden. Als GréBenstandard
wurde der DNA-Molekulargewichtsmarker 2-log aufgetragen.
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Abb. 24: Die gemeinsame Induktion von XLef-1, Importin a3 und 1 l&sst sich mit den vorhan-
denen Plasmiden nicht steuern. Die auf einem Coomassie-gefirbten SDS-Polyacrylamidgel (a)
sichtbare Induktion von XLef-1 (rote Pfeilspitze, Nr. 12) in M15-Zellen mit 1 mM IPTG bei 25°C

wurde durch den aLef-Immun-Blot bestétigt (b). Diese Expression erfolgte allerdings unabhingig von
Importin a3 (blaue Pfeilspitze) und Importin § (griine Pfeilspitze), wie sowohl das Coomassie-
gefirbte Gel (a) als auch der aHis-Immun-Blot (c) zeigen. Bei der parallel durchgefiihrten Induktion
eines anderen Transformationsereignisses (Nr. 13) wurde keines der Fusionsproteine induziert. Die
schneller migrierenden Banden in b) (schwarze Pfeilspitzen) stellen moglicherweise Degradationspro-
dukte dar. SDS-6H2 (Sigma GmbH) wurde als GroBenstandard aufgetragen.

induziert werden, die mit Coomassie darstellbar sind, allerdings ohne nachweisbare Expressi-
on von Importin o und § (Nr. 12, Abb. 24). In einer anderen Kultur dagegen wurden Importin
o und B in nachweisbaren Mengen induziert, dafiir kein XLef-1. Somit ist zweifelhaft, dass
durch die gleichzeitige Expression von XLef-1, Importin o und  die Induktion wesentlich

verbessert werden kann.

4.1.4 Mutagenese putativer XLef-1-Bindungsstellen

Die kodierende XLef-1-Sequenz wurde mit Hilfe der ,, Transcription Element Search Soft-
ware” (TESS) auf Homologien zur Konsensussequenz der HMG-Box Faktoren [a(a/t)caa
(a/t)g (van Beest et al., 2000)] untersucht. Dabei konnte ein potentielles Lef-1-Bindungs-
element zwischen der -Catenin-Bindungsstelle und der HMG-Box identifiziert werden (Abb.
25). Dieses wurde ohne Anderung der Aminosiuresequenz (SNK) mutagenisiert (tcaaaca
nach agcaaca) und das Ergebnis durch Sequenzierung verifiziert.

Obwohl die Induktion von XLef-1 Mut pRSET in BL21 (DE3)-Zellen keine Verbesserung
der Expression brachte, wurde das XLef-1 Mut pQE-30-Konstrukt im E. coli Stamm M15
bereits nach zwei Stunden deutlich exprimiert und war mit Coomassie darstellbar (Abb. 26a).
Die immunologische Analyse dieser Induktion (Abb. 26b) zeigt im Vergleich zur Dreifachin-
duktion (Abb. 24b), dass durch Mutagenese des putativen Lef-1-Bindungselements die Stér-
ke der drei schneller migrierenden Banden zu Gunsten des vollstindigen Fusionsproteins re-

duziert werden konnte.
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1 atgcctcage tetectggage ccggggegge aatgggggtg ggggggatcce tgagetgtgt
61 gccaccgatg agatgatcce ctttaaagat gaaggggatc cccaaaagga gaagatctat
121 gccgagatca gcaacccaga ggaggaagga gacctcgcag atatcaagtce gtcectcectggte
181 aatgagactg agattatcce cagcagcaac agtcacgaga tttceccaggag aagactagac
241 tcttaccatg aaaaatcaag agaacatcca gaggatgcag gaaaacatcc ggatggaggc
301 ttatacageca aaggccctte ttatactgga tacccaaget atatcatgat gccaaatatg
361 aataatgagc cttacatgtc aaatggatct ttgtctccac ccattccaag aacatcaaac
421 aaagtcccag tggtgcagce atcgecacgec gteccatccte taaccccact catcacttac
481 agtgacgagc actttgcacc aggagtacac ccatcacaca tcccatcaga tatcaacaca
541 aagcaaggca tgcacaggca tcctcaagca ccagacctac ctacatttta cccaatgtec
601 ccaggaagtg tgggccagat gacaccacca ttgggctggt atccacacca tatggtttet
661 ggtcctcecgg geocctcacge aactggaatt cctcacccag ctattgtcaa tcetcaggtt
721 aaacaagaac attcacacaa tgaccatgac ctaatgcaca tgaaaccaca ccacgaacag
781 agaaaagagc aggaacccaa aagacctcac ata
841
901
961 tctgca
1021 agggacaact acggtaaaaa aaagaagagg aagcgggaga agttgcagga atccacatea
1081 ggtgcaggce ccccaagaat gacagctgec tacatcagag gcagctgetg a

Abb. 25: Putative XLef-1-Bindungselemente in der XLef-1-Gensequenz. Die kodierende XLef-1-
Sequenz wurde mit Hilfe der ,,Transcription Element Search Software* (http://www.cbil.upenn.edu/
cgi-bin/tess/tess) auf putative Transkriptionsfaktor-Bindungsstellen untersucht. Dabei wurde eine
XLef-1-Bindungsstelle (rot) in der Sequenzmitte zwischen der PB-Catenin-Bindungsstelle (hellblau)
und der HMG-Box (orange) bzw. der Kernlokalisationssequenz (violett) entdeckt.

Somit verspricht die letzte der vier anfangs diskutierten Mdglichkeiten zur Verbesserung
der XLef-1-Expression am ehesten Erfolg, XLef-1 in einer fiir die chromatographische Auf-

reinigung hinreichenden Menge rekombinant zu exprimieren.
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Abb. 26: Die Mutagenese eines Lef-1-Bindungselements im XLef-1 pQE-30 Konstrukt ermdg-
licht dessen Expression. Nach der Inaktivierung des Lef-1-Bindungselements im XLef-1 pQE-30-
Expressionsvektor wurde die Expression von XLef-1 in M15 Zellen mit 1 mM IPTG bei 30°C indu-
ziert. Das mit Coomassie gefarbte Polyacrylamidgel (a) zeigte zwei Stunden nach Induktionsbeginn
die Zunahme einer Bande (Sternchen), die im Immun-Blot (b) durch den alLef-1-Antikorper als re-
kombinant exprimiertes XLef-1 bestétigt wird. Dariiber hinaus sind die Degradationsbanden (Pfeil-
spitzen) im Vergleich zu denen in Abb. 24 deutlich reduziert. Als Gréfenstandard wurde der Protein-
standard SDS-6H2 (Sigma GmbH) aufgetragen.
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4.2 Praparation der Transportfaktoren fir Kerntransportmessungen

Zur Etablierung einer neuen Methode wie die nahfeldoptische Fluoreszenzkorrelations-
spektroskopie (noFCS) ist es sinnvoll, zundchst moglichst gut charakterisierte Komponenten
einzusetzen, um die Erwartungswerte leichter definieren und die Messergebnisse besser iiber-
priifen zu konnen. Dafiir bieten sich Kerntransportfaktoren wie Ntf2, Importin o und 3 zu-
sammen mit dem artifiziellen Kargo GST-NLS-GFP (GNG) und der kleinen GTPase Ran an,
die seit iiber zehn Jahren Gegenstand intensiver Forschung sind. Nach dem Funktionalitéts-
beweis kann man sowohl die Transportdynamik anderer Proteine wie beispielsweise -
Catenin oder Lef-1 als auch den Effekt bestimmter Reagenzien auf den Transportmechanis-
mus analysieren.

Fiir die chromatographische Aufreinigung der rekombinant exprimierten Fusionsproteine
wurden zundchst die Induktionsbedingungen von GNG, Ntf2, Ran und Importin a2 optimiert
(Tab. 6). Ferner wurde die spezifische GST-Aktivitdit von GST-Ntf2 (2 pM/min/pg) und
GST-Ran (2.25 uM/min/pg) bestimmt, um die zur Abtrennung der Affinititsmarkierung ein-
setzte Protease Thrombin besser dosieren zu konnen.

Zur praparativen Ntf2-Aufreinigung wurden 7.5 g Bakteriensediment mittels Hochdruck-
homogenisation aufgeschlossen (Abb. 27), wobei der GST-Ntf2-Anteil an der Gesamtprotein-
masse des mittels Ultrazentrifugation gekliarten Rohextrakts 2% (w/w) betrug (Tab. 7). Im
ersten Durchfluss wurden von diesen 7.1 mg GST-Ntf2 25% (w/w) an der Glutathion-
Sepharose immobilisiert. Die Beladung konnte durch einen weiteren Durchgang auf 34%
(w/w) gesteigert werden, so dass letztendlich 2.4 mg oder etwa 60 nmol GST-Ntf2 (41 kDa)
gebunden waren. Durch den anschlieBenden Thrombinverdau wurden die 15 kDa groflen
Ntf2-Proteine nahezu vollstindig von der Matrix abgespalten und eluiert, wobei durch die
Thrombin-Entfernung mittels Benzamidin-Sepharose 11% (w/w) des Zielproteins verloren

gingen. Die Glutathion-Sepharose wiederum wurde durch Elution des an der Matrix verblie-

Tab. 6: Experimentell ermittelte optimale Induktionsparameter der exprimierten Fusionskon-
strukte. Die GST-Fusionsproteine wurden ebenso wie Importin a2 in BL21 (DE3) bei der angegebe-
nen optischen Dichte ODggp mit 1 mM IPTG induziert. Die Induktionstemperatur und -dauer wurde
ausgehend von den bekannten Werten optimiert.

Name Vektor Tag OD¢oo IPTG Temp. Dauer
GST-NLS-GFP | pGEX-5 GST 0.7 I mM 30°C 4h
GST-Ntf2 pGEX-2T GST 0.6-0.8 1 mM 23°C 4h
GST-Ran pGEX-2T GST 0.8 1 mM 25°C 3h
Importin a2 pET-21a 6x His | 0.6-0.8 1 mM 30°C 3h
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Tab. 7: Quantitative Analyse der Affinitatschromatographie von Ntf2. Die Proteinkonzentrationen
der Fraktionen aus Abb. 27a wurden mit dem Bradford’schen Verfahren bestimmt. Sowohl Masse als
auch Stoffmenge an GST-Ntf2 im Rohextrakt und im zweiten Durchfluss (Dfl. 2) wurden durch die
Messung der GST-AKktivitit ermittelt. Die Ntf2-Stoffmengen nach dem Thrombinverdau (US TV) und
der Thrombin-Entfernung (US BS) dagegen wurden ebenso wie die GST-Menge im Eluat unter Ver-
nachldssigung der Reinheit aus der Proteinkonzentration errechnet.

Rohextrakt | Dfl. 2 USTV | USBS GST-Elution
Masse (Protein) 350 mg - 0.9 mg 0.8 mg 1.2 mg 0.5 mg
Masse (GST-Ntf2) 7.1 mg 4.7 mg - - - -
Stoffmenge 173 nmol | 114 nmol | ~60 nmol | ~53 nmol | ~46 nmol | ~19 nmol
GST-Ntf2 | GST-Ntf2 Ntf2 Ntf2 GST GST

benen GST regeneriert.

Die nach der Thrombin-Entfernung geringe Ntf2-Konzentration wurde mittels Ionenaus-
tauschchromatographie um den Faktor zehn gesteigert, wobei ebenfalls die Reinheit geringfii-
gig verbessert werden konnte (Abb. 27). Der Kopplungsansatz wurde zur Entfernung der un-
gebundenen Fluorophore nach dem Reaktionsende einer Gelpermeationschromatographie
unterzogen und das Ergebnis unter UV-Anregung dokumentiert. Abschlieend wurden so-
wohl die Proteinkonzentration (0.01 mg/ml; 0.5 pM) als auch die Kopplungsrate (0.5 Fluo-
rophore pro Ntf2-Molekiil) photometrisch bestimmt. Zusétzlich konnte durch Kalibration der
Gelfiltrationssdule Superdex 75 mit Standardproteinen (Cabré et al., 1989) sowohl das Mole-
kulargewicht MW = 33.1 £0.8 kDa als auch der hydrodynamische Radius ry = 3.28 £0.03 nm
von Ntf2 im Eluat ermittelt werden. Der Vergleich mit dem aus der cDNA berechneten Mole-
kulargewicht von 15.0 kDa zeigt, dass das fluoreszent markierte Ntf2 am Ende der chroma-
tographischen Aufreinigung als Homodimer vorliegt.

Ferner wurden die Fusionsproteine His-Importin o2, His-Importin § und GST-Ran chro-
matographisch im mikromolaren Maf3stab aufgereinigt, wobei die Affinititsmarkierung von
Ran analog zu GST-Ntf2 mittels Thrombinverdau und anschlieBender Benzamidin-
Sepharose-Chromatographie entfernt wurde (Abb. 28). Zusétzlich zu Ntf2 wurde Importin a2
als ein weiterer Transportfaktor fluoreszent markiert (Kopplungsrate: 1/3 Fluorophor pro Im-

portin a2-Molekiil).
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a) Affinitatschromatographie & Thrombinverdau b) lonenaustauschchromatographie
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Abb. 27: Beispielhafte Darstellung der Aufreinigungsschritte von fluoreszent markiertem Ntf2.
(a) Die induzierten Bakterien (7.5 mg Sediment; PI) wurden im Hochdruckhomogenisator lysiert. Der
mittels Ultrazentrifugation gekldrte Rohextrakt (RE) wurde sterilfiltriert und zweimal auf eine Glu-
tathion-Sepharose-Séule geladen, wobei die GST-Ntf2-Bindung durch die Abnahme der entsprechen-
den Bande (GST-Ntf2 (41 kDa) Pfeilspitze) in den beiden Durchfliissen (Durchfl. 1 und 2) sichtbar
wurde. AnschlieBend wurde Ntf2 mit 20 U Thrombin von der Matrix abgetrennt und eluiert (US TV).
Das Thrombin (37 kDa, 0.1-0.4 mg) wurde durch Bindung an Benzamidin-Sepharose (BS) aus dem
Uberstand (US BS) entfernt. Die an der Matrix verbliebene GST wurde mit Glutathion eluiert (GST-
Elution). Der Ntf2-haltige Uberstand (US BS) wurde mittels Ionenaustauschchromatographie (b) a-
bermals von Kontaminanten (Sternchen) befreit und zehnfach konzentriert, bevor Ntf2 mit Alexa Flu-
or® 633 konjugiert wurde (c; Kopplung 0). Nach der Kopplungsreaktion (Kopplung 1) wurden sowohl
ungebundene Fluorophore (griine Ellipse; Alexa633) als auch langsamer migrierende Proteine durch
Gelpermeationschromatographie (GPC) entfernt (¢ und d). In der Silberfarbung (c) wurden in den
beiden vereinigten Fraktionen (rote Ellipse) zwei weitere, langsamer wandernde Banden sichtbar. Der
Erfolg der Kopplungsreaktion und der Reinigung wurde unter UV-Anregung dokumentiert (d), wobei
die ebenfalls konjugierten, langsamer wandernden Proteine im Gegensatz zum Alexa Fluor® 633-
konjugierten Ntf2 (0.5 uM; Kopplungseffizienz: 0.5) durch die GPC verschwanden. Als GroBenstan-
dard wurde der Precision Plus Protein™ Standard (Bio-Rad GmbH) aufgetragen.
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a) Affinitatschromatographie b)  lonenaustauschchromatographie
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Abb. 28: Chromatographische Aufreinigung der rekombinant exprimierten Fusionsproteine
His-Importin a, B und GST-Ran. (a) Nach der Lyse der mit Importin a2 induzierten Bakterien (PI)
wurde der Rohextrakt (RE) auf eine HisTrap-Séule geladen und das gebundene Importin a2 mit einem
Imidazolgradienten eluiert. (b) AnschlieBend wurden die vereinigten Fraktionen (rote Ellipse in a; P in
b) einer lonenaustauschchromatographie unterzogen. (¢) In der Silberfirbung waren die einzelnen
Proteinbanden der mit Importin  induzierten Bakterienkultur (PI) nicht unterscheidbar. His-Importin
B wurde aus dem Rohextrakt (RE) mittels Affinitdtschromatographie extrahiert und die vereinigten
Fraktionen (AP) durch Gelpermeationschromatographie umgepuffert, wobei sich die beiden analysier-
ten Fraktionen (S1 und S2) in Gehalt und Reinheit kaum unterschieden. (d) GST-Ran wurde nach der
Lyse (RE) in zwei seriellen Durchldufen (Durchfl. 1 und 2) an die Glutathion-Sepharose gebunden
und mittels Thrombinverdau von der Matrix geldst (US-TV 1 und 2). Nach jedem Durchlauf wurde
die Matrix durch Entfernung der gebundenen GST regeneriert (GST-Elution). Die beiden Durchldufe
(orangefarbene Ellipse) wurden vereinigt und zur Thrombin-Entfernung einer Affinitdtschroma-
tographie mit Benzamidin-Sepharose unterzogen. AnschlieBend wurde der Uberstand (US BS) gegen
Transportpuffer dialysiert (Dialyse). Als GroBenstandard wurden der Proteinstandard SDS-6H2 (Sig-
ma GmbH) (a-c) und der Precision Plus Protein™ Standard (Bio-Rad GmbH) (d) aufgetragen.

Fiir die Funktionalitétspriifung der gereinigten Importine wurde ein artifizielles Kargomo-
lekiil, bei dem sich an die N-terminale GST-Domine drei aufeinanderfolgende, starke SV40-
Kernlokalisationssignale und ein GFP anschlossen (GST-NLS-GFP, kurz GNG) (Marg et al.,

2004), rekombinant exprimiert und chromatographisch aufgereinigt.



4 Ergebnisse 89

GNG besitzt aufgrund seiner Konstruktion aus zwei homodimerisierenden Doménen das
Potential zur Polymerisation. Angesichts des Einflusses der Kargogrofe auf die Translokati-
onsdynamik wurde die Grofe affinitdtsgereinigter GNG-Fusionsproteine mittels Gelpermea-
tionschromatographie untersucht, wobei in drei parallelen Ansétzen unterschiedliche Verfah-
ren fiir den bakteriellen Aufschluss unter salzreichen Bedingungen eingesetzt wurden.

Im enzymatischen Aufschluss mit Bugbuster® (Novagen, Merck KGaA) wurde die bakte-
rielle Zellwand durch Abbau der N-Azetylmuramidin-Bindungen mittels rLysozyme™ aufge-
16st. Der Verdau chromosomaler DNA durch die Nuklease Benzonase® reduzierte die Visko-
sitdt des Rohextrakts. Diese schonende Lysis lieferte ausgesprochen groBe GNG-Polymere,
deren GroBe sich auBerhalb des optimalen Trennungsbereichs der eingesetzten Gelfiltrations-

sdule bewegte (Abb. 29). Demnach lag GNG in einem iiber 600 kDa groen Komplex vor.
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Abb. 29: Der enzymatische Zellaufschluss mit Bugbuster® (Novagen® Merck KGaA) setzt groRe
multimere GNG-Polymere frei. Das Absorptionsmaximum im Chromatogramm (a) liegt auerhalb
des optimalen Trennungsbereichs der Gelpermeationssdule von 10-600 kDa. Die beiden vereinigten
Fraktionen Nr. 2 und 3 enthalten Polymere mit acht und mehr Untereinheiten. Das SDS-Polyacry-
lamidgel (b) zeigt von der aufgetragenen Probe (P) zu den gesammelten Fraktionen ein weitgehend
unveridndertes Massenverhédltnis zwischen dem 59 kDa groBen GNG (Sternchen) und den schneller
wandernden Banden, wobei die Proteinmasse pro Spur entsprechend dem Chromatogramm (a) stetig
abnimmt. Die Gesamtproteinmasse in den Fraktionen Nr. 1 und 2 betrdgt 1.3 mg und entspricht 77%
der aufgetragenen Probenmasse (P).
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Des Weiteren waren schneller wandernde Proteinbanden in dem Komplex vorhanden, die von
bakteriellen Proteinen oder GNG-Degradationen herrithren kénnen (Abb. 29). Die beiden
proteinreichsten Fraktionen (Nr. 1 und 2) wurden vereinigt. Sie enthalten 77% (w/w) der ein-
gesetzten Proteinmasse und GNG-Polymere, bestehend aus acht und mehr Untereinheiten
(Abb. 29). Aus 1.2 g Bakteriensediment wurden so 1.3 mg aufgereinigtes GNG gewonnen.
Der bakterielle Aufschluss mittels Ultraschall lieferte je nach Variation der Parameter
GNG-Aggregate unterschiedlicher GroBe. Kurze, harte StoBe von 75% Maximalleistung in
drei Zyklen zu je 30 Sekunden fiihrten zu zwei distinkten Aggregationsgroflen (Abb. 30). Ei-
nerseits wurden wie bei der enzymatischen Lyse tiber 600 kDa groBe Komplexe freigesetzt.

Zusétzlich entstanden kleinere Aggregate mit einer Grole zwischen 120 und 270 kDa. Die
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Abb. 30: Die GNG-Polymere werden durch Ultraschall verkiirzt. Die Bakteriensuspension wurde
dreimal 30 Sekunden lang bei 75% Leistung auf Eis sonifiziert. Zwischen den Zyklen wurde eine Mi-
nute pausiert. Das Chromatogramm der Gelfiltration (a) weist mehrere Absorptionsmaxima auf, die
unterschiedlich groBe GNG-Polymere anzeigten (b). Die beiden Fraktionen mit der hochsten Protein-
konzentration wurden vereinigt. Sie iiberdeckten nominell einen Molekulargewichtsbereich von 118
bis 272 kDa. Das Absorptionsmaximum liegt bei 177 kDa und entspricht einem homotrimeren GNG-
Komplex. Das Sternchen (b) markiert das monomere GNG (59 kDa). Die Gesamtproteinmasse in den
Fraktionen Nr. 6 und 7 betragt 0.4 mg und entspricht 35% der eingesetzten Probenmasse (P).
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vereinigten Fraktionen (Nr. 6 und 7) enthalten 35% (w/w) der eingesetzten Proteinmasse
(Abb. 30). Aus 1.1 g Bakteriensediment konnten somit 0.4 mg dimere bis pentamere GNG-
Polymere aufgereinigt werden.

Viermal fiinf Minuten lange Beschallung mit 20% Gesamtleistung dagegen erzeugte ne-
ben den iliber 600 kDa groBBen Komplexen eine gleichformige GroBlenverteilung der GNG-
Polymere (Abb. 31). Die vereinigten Fraktionen (Nr. 3-6) enthalten GNG-Aggregate groBer
120 kDa. Mit einer gelpermeationschromatographischen Ausbeute von 78% (w/w) konnten
aus 1.2 g Bakteriensediment 1.4 mg GNG gewonnen werden.

Die lange Ultraschallbehandlung erzielte im Vergleich zudem eine um den Faktor 1.75
groflere Gesamtproteinausbeute nach der Ultrazentrifugation, wihrend der schonende, enzy-
matische Aufschluss und die kurze, harte Beschallung mit 16 mg bakteriellen Proteinen pro

Gramm Bakteriensediment gleichauf waren.

a) (Totvolumen) 669 440 158 67 13.7 [kDa] Molekulargewicht
— (8.4) (6.7) 4.7) (3.9 (1.7) [nm] (Stokes Radius)
= L L |
E 50
E
o 400
o /

x .
5 300 /
0 IIlI
E 200 fll
3 100 [ Monomer
5] ' GNG3
é . J I | _'"I_‘#—v—:"'_ff___l[ﬂi_—'_/_/x/\_
b) . _ ; )
kDa Probe 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 Nr.
200 —
116 —
97 —
66 _. v *
45 —|.
1
29 —{ &%

Abb. 31: Die Sonifizierungsenergie beeinflusst die Polymerlénge. Im dritten Ansatz wurde diec Bak-
teriensuspension viermal finf Minuten lang mit 20% Leistung und drei Minuten Pause zwischen den
Zyklen sonifiziert. Das Chromatogramm (a) weist das charakteristische Maximum auflerhalb des op-
timalen Trennungsbereichs auf, von dem die Absorptionslinie {iber zwei Sattelpunkte abfillt. Die nu-
merische Grofle der Polymere in den vereinigten Fraktionen Nr. 3 bis 6 ist grofer als 127 kDa und die
beiden Sattelpunkte entsprechen Polymeren, die aus etwa zehn bzw. vier Monomeren bestehen. (b)
Die Fraktionen mit der hochsten Proteinkonzentration wurden vereinigt. Das Sternchen markiert das
monomere GNG (59 kDa). Die Gesamtproteinmasse im Zusammenschluss betrigt 1.4 mg und ent-
spricht 78% der eingesetzten Probenmasse (P).
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4.3 Funktionalitatstest der rekombinant exprimierten Proteine

Fiir die Funktionalitétspriifung der heterolog exprimierten Proteine (Abb. 32) wurden so-
wohl ganze Oozytenkerne als auch mittels Digitonin permeabilisierte L-Zellen auf ihre Taug-

lichkeit getestet, wobei sich die zweite Methode als die robustere und zuverlédssigere erwies.
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Abb. 32: Darstellung der in den Funktionalitéatsprifungen eingesetzten Proteine. (a) Das fiir die
Permeabilititskontrolle der L-Zellen verwendete, mit Alexa Fluor” 488 bzw. Cy5 konjugierte Rinder-
serumalbumin (BSA-A488 bzw. BSA-Cy5) wurde freundlicherweise von Dr. J.-P. Siebrasse zur Ver-
fligung gestellt. Im Vergleich zu den kiirzeren GNG-Komplexen (GNG?2 und 3) zeigt das groBBe GNG-
Polymer (GNGL1) einen geringfiigig hoheren Anteil schneller migrierender Banden. Das mit Alexa
Fluor® 633 konjugierte Importin a2 (Importin 02-A633) wandert aufgrund des Fluorophors etwas
langsamer als die ungekoppelte Form. Von Importin 3 wurde wie auch von den anderen Proteinen
jeweils ein pg pro Spur aufgetragen. (b) In der Silberfirbung werden beim Alexa Fluor® 633-
konjugierten Ntf2 (Sternchen) einige langsamer wandernde Proteinbanden sichtbar, ebenso wie beim
von Dr. J.-P. Siebrasse zur Verfiigung gestellten, Alexa Fluor® 647-konjugierten Ntf2, das beim be-
rechneten Molekulargewicht von 15 kDa eine bemerkenswerte Doppelbande aufweist. Die Stirke
einer Bande des Proteinmarkers Broad Range Molecular Weight Markers (Bio-Rad GmbH) entspricht
einer Proteinmasse von 2 ug in dieser Grofe.

Vor Beginn der Funktionalitétstests wurde zunéchst durch einen GST-Pulldown die Inter-
aktion von GNG, Importin a2 und 3 in vitro bestétigt, wobei sich zeigte, dass erwartungsge-
maf nur alle drei Proteine gemeinsam einen stabilen Komplex bilden (Abb. 33).

AnschlieBend wurde die Funktionalitit der chromatographisch gereinigten Proteine an
ganzen Oozytenkernen getestet. Das GNG-Fusionsprotein selbst ist zu gro3, um mittels freier
Diffusion alleine in den Zellkern zu gelangen (Abb. 34a). Wie die Akkumulation der Fluores-
zenz im Oozytenkern zeigt, sind sowohl Importin o2 als auch Importin 8 funktional und hin-
reichend fiir den Import von GNG (Abb. 34b). Anstelle der rekombinant exprimierten Impor-
tine sind auch die im zytosolischen Extrakt vorhandenen Transportrezeptoren in der Lage, das

artifizielle Kargo GNG zu importieren (Abb. 34c).
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Glutathione Sepharose Kontrolle
GST-NLS-GFP x x x x - - - [ X
Importine2 - x - X x - X X
Importin p - - X X - X X X
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< GNG
- < Importin o2

Abb. 33: GNG, Importin a2 und B bilden in vitro einen trimeren Komplex. Importin o2 oder Im-
portin § binden alleine nicht an GNG. Erst alle drei Proteine zusammen bilden in einem dquimolaren
Verhiltnis einen stabilen Komplex, wobei die Importine nicht mit der Glutathion-Sepharose interagie-
ren. Als Ladekontrolle wurden 8 pg GNG, 13 pg Importin a2 und 22 pg Importin 3 aufgetragen.

Bei dieser Funktionalitéitspriifung hatte sich die GNG-Konzentration als die kritische Gro-
e herausgestellt. Eine geringe GNG-Konzentration verlangsamte den Import derart, dass die
Akkumulation der Fluoreszenz im Kern nur schwach darstellbar war. Bei einer hohen GNG-

Konzentration indes konnte aufgrund der Hintergrundfluoreszenz der Losung die nukledre

GNG-Akkumulation nicht unmittelbar im Epifluoreszenzmikroskop beobachtet werden.

0.1 uM GNG
o 2.5 UM Imp o.2 1 UM GNG
0.1 UM GNG 200m & 25 M Imp B

£xl i Zytol. Extrakt

250 pm 3 " 250 pm

Abb. 34: GNG wird in Gegenwart von Importinen in den Oozytenkern importiert. (a) Das GNG-
Fusionsprotein diffundiert nicht frei in den Zellkern. Der GNG-Import wird sowohl durch rekombi-
nant exprimiertes Importin a2 und 3 (b) als auch durch die im zytosolischen Extrakt enthaltenen Im-
portine (c) vermittelt. Die aus Stadium VI Oozyten explantierten Zellkerne wurden fiir die mikrosko-
pische Darstellung vor Versuchsbeginn mit Dil geférbt (untere Reihe) und fiir die Dokumentation in
eine GNG-freie Losung transferiert (obere Reihe).
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DAPI GST-NLS-GFP BSA-Cy5 Uberlagerung
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Abb. 35: Die rekombinant exprimierten Fusionsproteine GNG, Importin a2 und B sind funktio-
nal. (a-d) Das artifizielle Kargo GNG ist ohne die Hilfe der Transportfaktoren nicht in der Lage, in die
Kerne der Digitonin-permeabilisierten L-Zellen zu gelangen. (e-h) Zytosolischer Rattenleberextrakt
(RLE, 40% (v/v)) ermoglicht den Kernimport der dimeren bis pentameren GNG-Komplexe (GNG?2,
1 uM) ebenso wie Importin 02 und B (je 0.5 uM) (i-1). Als Permeabilisationskontrolle wurde mit Cy5
konjugiertes BSA eingesetzt. Die Zellkerne wurden mit DAPI im konfokalen Laserscanningmikroskop
sichtbar gemacht.

Die Funktionalitétspriifung der rekombinant exprimierten Fusionsproteine GNG, Importin
o2 und B mittels Digitonin-permeabilisierter L-Zellen erhirtete die mit den ganzen Oozyten-
kernen gewonnenen Ergebnisse. Das artifizielle Kargo GNG, das durch freie Diffusion nicht
in den Kern gelangte, wurde durch die im zytosolischen Rattenleberextrakt enthaltenen Trans-
portfaktoren effizient importiert (Abb. 35e-h). Ebenso wirksam transportierten die chroma-
tographisch gereinigten Importine a2 und 3 das GNG-Fusionsprotein in den Zellkern (Abb.
35i-1). Auch in diesem Ansatz erwiesen sich die aufgereinigten Importine somit als funktio-
nal.

Die unterschiedlich groen GNG-Polymere wurden unterschiedlich schnell durch Impor-
tin a2 und B in Kerne der Digitonin-permeabilisierten L-Zellen importiert. Wahrend die {iber
600 kDa groBen GNG-Komplexe (GNG1) mehrheitlich im Zytoplasma lokalisiert und nur in
geringer Konzentration im Zellkern zu finden waren (Abb. 36a-d), wurden die dimeren bis

pentameren GNG-Aggregate (120-270 kDa, GNG2) effizient importiert und waren nur punk-
tuell zytoplasmatisch sichtbar (Abb. 36e-h). Die Mischung aus GNG-Komplexen grofler als
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DAPI GST-NLS-GFP BSA-Cy5 Uberlagerung
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Abb. 36: Kleinere GNG-Polymere werden besser importiert. (a-d) Die iiber 600 kDa gro3en GNG-
Polymere (1 uM GNG1) bleiben im Zytoplasma stecken und werden dadurch nur ineffizient von Im-
portin 02 und B (je 0.5 uM) in die Kerne der Digitonin-permeabilisierten L-Zellen transportiert. (e-h)
Die dimeren bis pentameren GNG-Komplexe (1 puM GNG2) indes zeigen eine deutlich hohere Import-
rate. (i-1) Wahrend die groen Polymere aus der gemischten GNG-Population (1 uM GNG3) im Zyto-
plasma aufgehalten werden, akkumulieren die kleineren in den Zellkernen, die mit DAPI angeférbt
wurden. Cy5 markiertes BSA fungierte als Permeabilisationskontrolle.

120 kDa (GNG3) wiederum zeigte eine ambivalente Verteilung von sowohl im Zytoplasma
lokalisierter als auch im Kern akkumulierter Fluoreszenz (Abb. 36i-1).

Die Auswirkung der Fluorophore auf die Funktionalitit Alexa Fluor™ 633-konjugierter
Proteine wurde sowohl mit Importin a2 als auch mit Ntf2 untersucht. In Digitonin-permea-
bilisierten L-Zellen ist Alexa Fluor™ 633-konjugiertes Importin a2 nicht nur ausschlieBlich im
Kern lokalisiert, sondern zeigt auch eine auffillige subnukledre Verteilung (Abb. 37). Im Ge-
gensatz dazu befindet sich Alexa Fluor® 633-markiertes Ntf2 vorzugsweise im Zellkern und
an der Kernhiille, wohingegen Alexa Fluor® 647-markiertes Ntf2 (von Dr. J.-P. Sicbrasse zur
Verfiigung gestellt) auch im Zytoplasma detektierbar ist (Abb. 37). In der Uberlagerung der
konfokalen Aufnahmen wird die punktiert gemusterte Kernmembran als eine rote Punktlinie
um den mittels DAPI-Farbung visualisierten Zellkern sichtbar.

Somit standen neben dem artifiziellen Kargo GNG, Importin a2 und B auch die fluores-
zent markierten Transportfaktoren Importin a2 und Ntf2 als funktional intakte Proteine fiir

Messungen zur Verfligung.



4 Ergebnisse 96

DAPI BSA-Alexa488 Importin 02-A633 Uberlagerung

Importin a2

10 um 10 um 10 pm 4 10 pm

DAPI BSA-Alexa488 Ntf2 Uberlagerung

Ntf2-A633

10 um 10 pm 10 um !

Ntf2-A647

10 pm 10 pm 10 pm !

Abb. 37: Fluoreszent markiertes Importin a2 und Ntf2 translozieren in die Kerne Digitonin-
permeabilisierter L-Zellen. (a-d) Wihrend Alexa Fluor® 633-konjugiertes Importin o2 (0.5 pM)
nach dem Import im Zellkern verbleibt und eine auffillige Konzentration in subnukledren Strukturen
(Pfeilspitzen) zeigt, ist Alexa Fluor® 633-konjugiertes Ntf2 (0.5 uM) sowohl an der Kernmembran als
auch in den Kernen der Digitonin-permeabilisierten L-Zellen lokalisiert. (e-h) Dariiber hinaus findet
man das Alexa Fluor® 647-markierte Ntf2 (1 pM) zusitzlich im Zytoplasma. In der Ausschnittsver-
groBerung der liberlagerten, konfokalen Aufnahme wird die Anfarbung der Kernhiille durch das fluo-
reszent markierte Ntf2 deutlich sichtbar. Alexa Fluor® 488-markiertes BSA diente als Permeabilisati-
onskontrolle und die Zellkerne wurden mit DAPI dargestellt.
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4.4 Préaparation freistehender Kernmembranen aus Oozyten

In manuell aus Xenopus laevis Oozyten des Reifungsstadiums VI entfernten und fluores-
zent markierten Zellkernen sind die warzenartigen Auffaltungen der Kernmembran, die die
Oberflachen des Zellkerns vergréBern, deutlich zu sehen (Abb. 38). Dazwischen befinden sich
planare, fiir nahfeldoptische Messungen geeignete Membranbereiche. Die Anzahl und Grof3e
dieser potentiellen Messflachen ist von der Stirke der Substratadhdsion abhédngig. Auf einem
gereinigten, mit Poly-L-Lysin (PLL)-beschichteten Deckglas haftete die Kernmembran in der
Regel ausgezeichnet.

Abb. 38: Praparation der Kernmembran aus
einer Xenopus laevis Oozyte auf einem Glas-
substrat. Der Zellkern wurde auf einem Poly-L-
Lysin (PLL)-beschichteten Deckglas ausgebrei-
tet. Die warzenartigen Auffaltungen (Pfeile), die
die ebenen Membranfléchen (gestrichelte Kreise)
unterbrechen, sind bei der fluoreszent markierten
Kernmembran deutlich sichtbar.

v

250 pm

50 um

Im Gegensatz dazu variierte die Substratadhdsion auf den strukturierten Lochtemplaten
innerhalb einer Charge und zwischen verschiedenen Chargen zum Teil erheblich. Deshalb
wurden im Rahmen dieser Arbeit verschiedene Reinigungs- und Beschichtungsarten hinsicht-
lich ihrer Auswirkung auf die Adhision der Kernmembran sowohl an Deckgldsern als auch an
den verschiedenen Lochtemplaten getestet und miteinander verglichen.

Die ersten mikrostrukturierten Substrate wiesen bauartbedingt vergleichsweise kleine und
flache Troge mit einem Radius von 0.5 pm auf (Johnas, 2004). Da die Dreiecksapertursonde
wiahrend der rasternahfeldoptischen Messung die Kernmembran einige zehn Nanometer in
den Trog driickt, verbleibt nur ein relativ kleines Areal von 500 x 500 nm fiir die Analyse der

Membran, da eine Kollision mit der Trogwand unweigerlich zur Beschddigung der Sonde

Cfode s = 1

Abb. 39: REM-Aufnahmen der verwendeten Lochtemplate. Die statistische Verteilung der Locher
(a) erschwert das Auffinden geeigneter Messstellen. Die mittels Photolithographie strukturierten
Deckgladser mit hexagonal angeordneten Trogen (b) weisen aufgrund der hoheren Packungsdichte eine
groflere Wahrscheinlichkeit fiir das Auffinden eines geeigneten Lochs als bei der quadratischen An-
ordnung (c) auf. Die Kernmembranpriparation auf den letzteren Templaten ist im Mikroskop leichter
zu analysieren. Bei den mittels Photolithographie hergestellten Trogen wurde ein Durchmesser von
20 um gewdhlt, da sich bei den nahfeldoptischen Messungen die statistisch verteilten Locher als zu
klein herausgestellt hatten (Ausschnitt in a) und b). [Bilder von S. Johnas und J. Wissler]
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fiihrt. Die Schaffung groBerer und tieferer zylindrischer Locher mittels Photolithographie
konnte diese Gefahr entschérfen (Abb. 39). Die Trogtiefe ist von mehreren Herstellungsschrit-
ten abhingig und wurde mit einer unbedampften, gezogenen Fasersonde mittels Rasterkraft-
mikroskopie in Luft auf 2.0-2.3 pm bestimmt. Die regelmiBige Anordnung der Locher er-
leichtert das Auffinden einer geeigneten Messstelle.

Unabhingig von der Reinigung mit Hellmanex I1® oder Piranha-Losung erwies sich die
Beschichtung der Lochtemplate der ersten Generation mit PLL im Vergleich zu der mit Poly-
ethylenimin (PEI) als geeigneter. Allerdings offenbarte das PLL eine begrenzte Haltbarkeit,
die sich in einer Reduktion der Adhésivitit bemerkbar machte.

Auf der hydrophoben Oberfliche des mittels Photolithographie strukturierten Deckglases
adhérierte die Kernmembran trotz vorheriger PLL-Behandlung nicht. Erst die Hydrophilisie-
rung des Su-8-Lacks durch Plasmadtzung und die sich direkt anschlieBende Oberfldchenbe-
schichtung mit PLL fiihrten zu einer ausreichend starken Membranadhésion und ermdglichten
dadurch qualitativ hochwertige, reproduzierbare Kernmembranpréparationen (Abb. 40a und
d).

gute Adhdsion maBige Adhasion schlechte Adhdsion

Abb. 40: Die Kernmembran adhériert unterschiedlich gut am Substrat. Eine gute Préparation (a
und d) zeichnet sich durch eine groBe, ebene Membranfliche mit vielen potentiellen Messstellen (ge-
strichelte Kreise) aus. Die mehrlagigen Membranstapel (Pfeile) entstehen bei der manuellen Priparati-
on durch herabsinkende, nicht adhérierte Membranrdnder und eignen sich nicht fiir nahfeldoptische
Messungen. Mittels Uberlagerung der Fluoreszenz- (a-c) und Auflichtaufnahmen kénnen die Stellen
identifiziert werden, an denen die warzenartigen Membranauffaltungen (Pfeilspitzen) die Troge der
Fliissigkeitskammer verdecken, und kann somit die Giite einer Priparation eingeschétzt werden (d-f).
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4.5 Validierung der Praparationsgute

Die Kernmembranpréparationen wurden tiber Troge mit 10 um und 20 pm Durchmesser
im Hinblick auf Membranintegritdt und -straffheit analysiert (Dieflel, 2006). Dazu wurde in
einem Laserscanningmikroskop die axiale Hohendifferenz zwischen drei Messpunkten auf
einer imagindren Linie iiber einem Loch bestimmt. Zunichst wurde der fokussierte Laser-
strahl an einer Position auf den Lochrand scharf gestellt und das Loch gerastert (Abb. 41).
AnschlieBend wurde auf die Lochmitte und dann auf den gegeniiberliegenden Lochrand fo-
kussiert. Aus der Hohendifferenz der beiden Messungen an den Lochrdndern ergibt sich die
horizontale Verkippung der Priparation. In Relation mit dem Messpunkt in der Lochmitte
erhilt man die Position der Kernmembran im Raum.

Der Laserstrahl, der zundchst auf den Lochrand scharf gestellt war, wird in der Losung
aufgrund des kleineren Brechungsindex frither fokussiert (Abb. 41a und b). Fiir eine scharfe
Abbildung muss die Priparation um die Weglingendifferenz x abgesenkt werden (Abb. 41c).
Diese Strecke kann wie folgt abgeschitzt werden: Unter der Annahme einer straff iiber den
Trog gespannten Membran wird zur Vereinfachung ein Laserstrahl betrachtet, der die Memb-
ran unter einem kleinen Winkel o im Su-8 bzw. B in der Pufferlésung zur Senkrechten
schneidet. Dabei ist die Strecke b fiir den Strahlengang durch den Su-8 gleich der fiir den
Strahlengang durch die Pufferlosung nach Absenkung der Kammer um die Differenz x (Abb.
41). Daraus ergibt sich die folgende Beziehung:

(hsu_g + X)- tana = hg,_g - tan S (8)
Gleichung (8) kann mittels der Pramisse der kleinen Winkel o und B, fiir die die Ndherung

tan o0 = sin o gilt, und dem Snelliusschen Brechungsgesetz Nng,_g -sina = Nnp -sin B umfor-

muliert werden:

Kammer

Abb. 41: Axiale Positionsanalyse der Kernmembran. Der auf den Trogrand fokussierte Laserstrahl
(a) wird im Loch aufgrund der unterschiedlichen Brechungsindizes (Su-8 Lack ng,s=1.6; Glas ngps=
1.6; Pufferlosung np=1.3) frither fokussiert (b), so dass fiir die scharfe Abbildung der iiber den Trog
gespannten Membran in einem Laserscanningmikroskop die Fliissigkeitskammer um x pm abgesenkt
werden muss (c). Der dunkle Bereich in der Lochmitte der mit mAb414 und GAM-Alexa 633 markier-
ten Kernmembran liegt im Gegensatz zum Lochrand auflerhalb des Fokus (d).
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(hgy_g +X)-tana = hg,_g -tan - niup—s = X=hg,_g {niup—S —IJ )

Mit ng,.s= 1.6 als den Brechungsindizes von Glas und Su-8 bzw. np = 1.3 als der Brechzahl
der Pufferlosung ergibt sich fiir die scharfe Abbildung eine axiale Weglédngendifferenz von
0.5 um zwischen der Kernmembran auf Trograndhohe und der in der Lochmitte. Wenn sich
Luft (nys = 1.0) unter der Membran befindet, steigt die Differenz auf 1.3 um an.

Die mit einem Laserscanningmikroskop experimentell ermittelten Werte lassen sich vor
diesem Hintergrund einordnen (Tab. 8). Bei einem der dreizehn vermessenen Troge war die
Kernmembran auf den Boden gesunken, bei zwei weiteren war sie straff gespannt und bei
anderen zwei Lochern schien sie nach oben gewdlbt. Die acht durchhingenden Membranen
lassen sich nochmals differenzieren, wobei die schwach durchhidngenden bzw. leicht nach
oben gewdlbten Kernmembranen durchaus fiir nahfeldoptische Messungen geeignet sind. Bei
einer stark durchhingenden Membran besteht das Risiko, dass diese unter dem Druck der
Sonde nachgibt und die Sonde durch Aufsetzen auf dem Trogboden beschidigt wird. Eine
stark nach oben gewolbte Kernmembran hingegen kann sich seitlich um die in die Wolbung
hineindriickende Sonde legen und dadurch das Abrastern der Membran erheblich behindern.

Die Wolbung kann bei der Praparation durch eine lokale Deformation eines gering gequolle-

Tab. 8: Analyse der Membranstraffheit mittels Laserscanningmikroskopie. Die Werte geben an,
um welche Weglingendifferenz die Fliissigkeitskammer bei einer auf den Trogrand fokussierten
Kernmembran axial verschoben wurde, um die Membran in der Lochmitte scharf abzubilden.

gemessene Eignung fiir
Differenz Interpretation nahfeldoptische
Messungen
+2 200 nm am Boden aufliegend nein
+1 000 nm stark durchhangend nein
+950 nm stark durchhéngend nein
+400 nm méfig durchhingend nein
+335 nm miBig durchhingend nein
+100 nm schwach durchhiangend ja
+50 nm schwach durchhéngend ja
0 nm schwach durchhdngend ja
-100 nm schwach durchhéngend ja
-300 nm straff gespannt ja
-500 nm straff gespannt ja
-1 100 nm | nach oben gewdlbt o. Luft nein
-1 500 nm | nach oben gewdlbt o. Luft nein
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f)

— 20 pm —

-

Abb. 42: Die Analyse der fluoreszent markierten Kernmembran mit einer Digital-Kamera gibt
Aufschluss tber die Gute potentieller Messstellen. (a) Fiir nahfeldoptische Messungen eignen sich
Troge, die eben von der Membran iiberspannt werden. Préparate, die filamentartige (Pfeile in Bild b)
oder vesikuldre Strukturen (Pfeilspitzen in Bild c¢)) aufweisen, werden nicht verwendet. (d-f) Die
Kernmembran kann sich préparationsbedingt bis zu 3 um iiber den Rand nach oben ausbeulen, wobei
in d) auf die Lochmitte und in e) auf den Trogrand fokussiert wurde.

nen Kerns entstehen. Des Weiteren flihrt der Austausch der BSA-haltigen Pufferlosung nach
der Membranpréparation gegen einen BSA-freien Puffer zu einem osmotischen Druck, der
eine lokal stark adhdrierte Membran dehnt. Unter der Primisse, leicht vorgespannte Kern-
membranen fiir die nahfeldoptischen Messungen zu verwenden, waren die Halfte der in dieser
Testreihe untersuchten membraniiberspannten Troge geeignet.

Die zeitaufwendige Membrananalyse konnte durch den Einsatz einer Digitalkamera und
der zusitzlichen Verwendung von Fluorophoren mit dem Emissionsmaxium um 560 nm op-
timiert werden. Dabei wurden neben dem lipophilen Fluoreszenzmarker Dil (Empmax 565 nm)
auch mit Alexa Fluor® 532 (Emuax 554 nm) konjugierte Antikorper fiir Doppelfirbungen ein-
gesetzt. Die Schirfentiefe des Mikroskops von etwa 0.5 pm ausnutzend, wurden die Praparate
mit einer 100fachen VergroBerung im Okular betrachtet und die Giite potentieller Messstellen
mittels Digitalkamera dokumentiert. Diese Vorgehensweise erlaubte nicht nur die Auswahl
von Trogen mit einer straff gespannten Kernmembran, sondern auch den Ausschluss ungeeig-
neter Préparate (Abb. 42). Auf manchen Dil-gefarbten Kernmembranen waren von einer
Membran umschlossene, sich rasch bewegende Fiden zu sehen. Diese Vesikel hatten einen
Durchmesser von 200 bis 2 000 nm. Das gehdufte Auftreten bei bestimmten Operationschar-
gen deutete auf intrazelluldre Parasiten in den Oozyten hin. Andere Praparate wiederum wie-
sen filamentartige Strukturen auf, die die Sondenannidherung erheblich behinderten.

Durch weitere Fluoreszenzuntersuchungen der Priparate konnte ausgeschlossen werden,
dass Chromatin oder Rinderserumalbumin-Ablagerungen auf der nukleoplasmatischen Seite

der Kernmembran die Annéherung der Dreiecksapertursonde beeintrichtigen.



4 Ergebnisse

102

a) 2.0 um b) 1.0 um
36 nm 18 nm
1.0 pm 18 nm 0.5 pm 9nm
0Onm 0nm
0O pm Opm- -
0 um 1.0 um 2.0 um 0 um 0.5 um 1.0 um

Abb. 43: Rasterkraftmikroskopische Analyse der Kernpréparation auf einem Glassubstrat. Auf
der nukleoplasmatischen Seite einer getrockneten Kernmembran werden die Kernporen (gestrichelter
Kreis) von filamentartigen Strukturen mit 18 nm (Pfeil) bzw. 13 nm (Pfeilspitze) teilweise iliberlagert.
[Aufnahmen in Kooperation mit S. Johnas und Dr. H. Gliemann]|

Auf der rasterkraftmikroskopischen Aufnahme einer getrockneten Kernmembran sind der

zentrale Kanal und der ihn umgebende nukleoplasmatische Ring der Kernporen deutlich zu

erkennen, da der durch die Trocknung des Priparats zerstorte Kernkorb die Pore nicht mehr

verdeckt (Abb. 43). Auffillig sind feine Filamente mit einer Stirke von 13 bzw. 18 nm, die

der Kernmembran aufliegen. Die rasterkraftmikroskopische Abbildung der freitragenden

Kernmembran unter Fliissigkeit zeigt im Randbereich des Troges intakte Kernkorbe, die

b)

I = .o - ’!, . By F s
g T T e
Opum 20pum 4.0um 6.0 um

Abb. 44: Rasterkraftmikroskopische Analyse der
freitragenden Kernmembranpréparation. Die nukleo-
plasmatische Seite einer mit Phalloidin markierten, fi-
xierten Kernmembran wurde iiber dem Randbereich
eines Troges rasterkraftmikroskopisch unter Fliissigkeit
vermessen. Das durch ein weiles Quadrat in der Fluo-
reszenzaufnahme markierte Loch (a) wurde mittels AFM
partiell abgebildet (b) und ein Ausschnitt fiir die genaue-
re Analyse gewdhlt (weiles Quadrat). Die intakten
Kernkorbe sind im ,tapping mode* als helle Flecken (c)
oder in der 3D-Projektion (d) als Hiigel zu erkennen.
Dazwischen verlaufen die Filamente der Kernlamina
(griine Pfeilspitzen). [Authahmen in Kooperation mit Dr.
C. Franz]
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durch Filamente verbunden sind (Abb. 44). Die Kernporendichte liegt aufgrund der préparati-
onsbedingten leichten Schwellung des Zellkerns mit 18.3 £1.03 Poren pro pm® unter der
Dichte der ungedehnten, getrockneten Kernmembran von 22.0 £4.30 NPCs/um® (Abb. 43)
und der in Schlune et al. (2006) publizierten Dichte von 23.4 +1.07 NPCs/um? fiir Zellkerne
der Stadium VI-Oozyten.

Der Vergleich rasterkraftmikroskopischer Aufnahmen unter Fliissigkeit von einer direkt
nach der Priparation fixierten Kernmembran mit einer erst gelagerten und dann fixierten
Kernhiille zeigt, dass die iiber dem Trog freistehende Membran in beiden Féllen leicht durch-
hiingt (Abb. 45). Beim erst nach Ubernachtlagerung fixierten Priparat lieB sich der freiste-

hende Membranabschnitt im Gegensatz zum direkt fixierten Préparat hochaufgelost abbilden.

frische Kernmembranpréaparation gelagerte Kernmembranprdparation

700 nm
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Abb. 45: Rasterkraftmikroskopischer Vergleich einer tagesfrischen Kernmembranpréparation
mit einer Uber Nacht gelagerten. Die freistehende Kernmembran hiangt sowohl bei der frischen (a)
als auch bei der gelagerten Priaparation (b) leicht durch. Wihrend sich bei der tagesfrischen Priparati-
on nur die liber dem Substrat befindliche nukleoplasmatische Seite der Kernmembran hochaufgelost
darstellen lieB (c), konnte nach der Ubernacht Lagerung bei 4°C die freistehende Kernhiille deutlich
abgebildet werden (d). Unter der Annahme einer temperaturabhéngigen Reduktion unterscheiden sich
zwei willkiirlich ausgewihlte Kernkorbe nicht wesentlich in ihrer Hohe. Die Proben wurden nach der
Préparation (a und c¢) bzw. nach der Lagerung (b und d) fiir die rasterkraftmikroskopische Darstellung
fixiert. [Aufnahmen in Kooperation mit Dr. C. Franz]
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Tab. 9: Quantitative Analyse der Oberflachenrauheit. Dazu wurden die rasterkraftmikroskopi-
schen Aufnahmen in kleinere, nicht iiberlappende Areale unterteilt und mit der Analysesoftware
Gwyddion 2.9 sowohl die mittlere Rauheit R, als auch die quadratische Rauheit R, dieser ebenen
Bildausschnitte berechnet. R, gibt den mittleren Abstand eines Punktes zur Mittellinie durch das Ho-
henprofil an und R, wird aus dem Mittel der Abweichungsquadrate berechnet. Die Flachen der fri-
schen Priparation F1-F6 und die der gelagerten G1-G6 weisen nahezu identische Werte bei beiden
Berechnungsarten auf (R,(F) = 20.4 £1.3 nm, R,(G) = 19.9 £1.2 nm; Ry(F) = 25.9 £1.6 nm, Ry(G) =
25.8 £1.5 nm).

Nr. F1 F2 F3 F4 F5 Fé6

Lange 3.622 4.170 5.208 2.752 1.951 4.506
x Breite [um] x1.320 x1320 x1320 x0.884 x1.348 x1.769

Fliche [pm’] 478 5.50 6.87 2.43 2.63 7.97

Ra(F)  [nm] 213 21.6 18.6 19.1 19.7 22.0 0 204

Ry(F) [nm] 27.0 27.3 23.6 243 25.1 27.9 0 259

NI, Gl G2 G3 G4 G5 G6

Lénge 4158  3.006 1990  2.179 2271  4.670

x Breite [um] x 1.482 x1.606 x3.623 x1.722 x2.015 x0.513

Fliche [pm’] 6.16 4.83 7.21 3.75 4.58 2.40

R(G) [nm] 20.2 19.5 21.9 18.3 20.8 187 3199

R¢(G) [nm] 26.2 25.6 28.0 25.0 26.9 23.2 0258

Um einen moglichen Effekt der Lagerung bei 4°C auf die Hohe der Kernkdrbe zu unter-
suchen, wurde die Oberflichenrauheit ebener, nicht iiberlappender Ausschnitte der raster-
kraftmikroskopischen Aufnahmen unter Fliissigkeit mit der Software Gwyddion 2.9 analy-
siert. Dabei wird die Abweichung von der Mittellinie durch das Hohenprofil sowohl in Form
des arithmetischen Mittels R, oder auch des fiir AusreiBer weniger empfindlichen quadrati-
schen Mittels Ry berechnet. Beide Rauheitswerte sind von der Verteilung der Hohenwerte
iber die Flache unabhingig.

Die mittlere Rauheit frischer Priparate von 20.4 £1.3 nm unterscheidet sich nicht wesent-
lich von der gelagerter Praparationen mit 19.9 £1.2 nm (Tab. 9). Zusammen mit der quadrati-
schen Rauheit von 25.9 £1.6 nm fiir frische und 25.8 £1.5 nm fiir gelagerte Préparate kann ein

lagerungsbedingtes Einsinken der Kernkdrbe ausgeschlossen werden.
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4.6 Konfokale Fluoreszenz-Korrelationsspektroskopie

Zur Etablierung der Fluoreszenz-Korrelationsspektroskopie wurden nicht nur Messungen
mit der nahfeldoptischen Sonde, sondern auch mit dem konfokalen Laserscanningmikroskop
durchgefiihrt. Der Vorteil der auf konfokaler Mikroskopie basierenden FCS liegt in der Exis-
tenz theoretischer Autokorrelationsfunktionen fiir die Diffusion im zwei- und dreidimensiona-
len Raum. Nachteilig fiir die Untersuchung des Kerntransports ist das verhiltnisméBig grof3e,
beugungsbegrenzte Detektionsvolumen.

Zur Vermeidung von Korrelationsfehlern, die durch Nachpulsen der Avalanche-Photodio-
de (APD) im einstelligen Mikrosekundenbereich entstehen, wurde die emittierte Fluoreszenz
durch eine Y-Faser auf zwei APD aufgeteilt und die detektierten Photonen beider Photodio-
den kreuzkorreliert.

Mit diesem konfokalen FCS-Ansatz wurden der Taillenradius des fokussierten Laser-
strahls, der Diffusionskoeffizient von fluoreszent markiertem Ntf2 in der Pufferlosung ermit-
telt und die Ntf2-Bindung an der freistehenden Kenmembran nachgewiesen. Dazu wurde im
ersten Schritt die Autokorrelationsfunktion von unkonjugiertem Alexa Fluor™ 633 in freier
Losung experimentell bestimmt (Abb. 46) und dessen Aufenthaltsdauer im Detektionsvolu-
men tp mittels der Korrelationsfunktion fiir dreidimensionale Diffusion Gsp(t) nach Glei-

chung (10) errechnet (Tab. 10).

T
Gip(r)=|1-TA+TA-e (TTJ SIS S 1 (10)
(N) ([, 7 r
I+— |1+ 3
D S ‘Tp

Tab. 10: Fit-Ergebnisse dreier FCS-Messungen an ungekoppeltem Alexa Fluor® 633 in freier
Lésung. Die Autokorrelationsfunktionen wurden mit 5 kW/cm?® oder 10 kW/cm® Anregungsintensitit
experimentell ermittelt und mittels der theoretischen Autokorrelationsfunktion fiir dreidimensionale
Diffusion G;p(t) angefittet (fixierter Parameter S = 7). Wéhrend die mittlere Teilchenzahl (N) im Lauf
der Messung zunimmt, betridgt die Diffusionszeit tp im Durchschnitt 90 £4 ps. Der Triplettanteil TA
und die Triplettzeit Tt weisen Schwankungen auf. Die Fit-Abweichung liegt unter einem Prozent
(Ausgangskonzentration 1 nM; Messzeiten: 605 s, 600 s bzw. 942 s).

Anregungsintensitét [ 10 kW/em® | 5 kW/em? 5 kW/em® 0
mittlere Teilchenzahl (N) 1.0 1.6 2.0 1.6
mittlere Diffusionszeit tp 85.8 us 96.1 ps 90.7 ps 90.1 ps
2.3 us 5.4 us +5.4 us 4.2 us
Triplettanteil TA 13% 15% 7% 12%
Triplettzeit tr 6.1tl.1us| 2.8£1.5us| 6.0+49pus| 5.0%£1.5ps
Fit-Abweichung 0.0093 0.0097 0.0095 —
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Dabei steht TA fiir den Triplettanteil, tr fiir die Triplettzeit und (N) fiir die mittlere Teilchen-
zahl im Detektionsvolumen. Der Faktor S beschreibt das Verhéltnis des axialen zum lateralen
Strahlradius ®,/®y, und wurde fiir die konfokalen Messungen auf sieben festgesetzt.

Der Taillenradius oy, des fokussierten Laserstrahls wurde mittels Gleichung (11) aus der
mittleren Diffusionszeit tp (Tab. 10) und der Diffusionskonstanten von Alexa Fluor® 633
(D~ 341 pm?*/s; Dr. Geert van den Bogaart, personliche Mitteilung) errechnet und betrégt
Oxy =351 nm.

2
w
D=2

4-7p (1

Ferner wurde das effektive Detektionsvolumen Vg aus dem Durchschnitt der mittleren

Teilchenzahl (@(N )= 1.6), der Avogadro-Konstanten (6.022 x 10% Teilchen pro mol) und
der Ausgangskonzentration (1 nM) berechnet und betrigt 2.66 x 107 1.

Im zweiten Schritt wurden die Diffusionszeiten von Alexa Fluor® 647-konjugiertem Ntf2
in freier Losung gemessen (Tab. 10) und der Diffusionskoeffizient D = 126 pm?/s aus der

mittleren Aufenthaltsdauer im Detektionsvolumen tp =244 +4 ps ermittelt. Bei bekanntem

hydrodynamischen Radius des Molekiils ry kann der Diffusionskoeffizient auch theoretisch
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Abb. 46: Autokorrelationskurven von Alexa Fluor® 633 und fluoreszent markiertem Ntf2 in
freier Losung und an einer Kernmembran. (a) Die experimentell bestimmten Autokorrelations-
funktionen (schwarze Punkte) von Alexa Fluor® 633 und von Alexa Fluor® 647-konjugiertem Ntf2 in
freier Losung wurden mittels der theoretischen AKF fiir 3D-Diffusion angefittet, wobei der Fit fiir
Alexa 633 (rote Kurve) weniger Fit-Residuen aufweist als der Fit fiir Ntf2 (blaue Kurve) (Anregungs-
intensitit I = 10 kW/cm?, Fixierter Parameter S = 7). (b) Eine in der Mitte des Detektionsvolumens
positionierte Kernmembran beeinflusst die Aufenthaltsdauer und -wahrscheinlichkeit der Molekiile im
Detektionsvolumen, so dass die experimentell bestimmte Autokorrelationsfunktion in Ermangelung
einer theoretischen Autokorrelationskurve fiir diese Situation nicht angefittet werden kann.
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iiber die Stokes-Einstein-Beziehung (12) berechnet werden.

D==__Jﬁ§;I___
6-7-1m-Ty

(12)
Dabei steht kg fiir die Boltzmannkonstante (1.38065 x 107 J/K). Setzt man den mittels Gel-
permeationschromatographie bestimmten hydrodynamischen Radius ry=3.28 nm fiir das
Ntf2-Dimer zusammen mit der Temperatur T =274 K und der Viskositit fiir Wasser bei 4°C
n =1 mPa/s in Gleichung (12), so erhilt man D = 62 pm?/s. Dieser Wert betrigt annihernd
die Hilfte der experimentell bestimmten Diffusionskonstante und stimmt mit dem publizier-
ten Wert (D = 59 pm?/s) iiberein (Ribbeck & Gérlich, 2001).

Folglich wurde bei den Fluoreszenzmessungen in freier Losung aufgrund der niedrigen
Konzentration die Bewegung von monomerem Ntf2 beobachtet. Dieses Ergebnis wird durch
die mittels Ultrazentrifugation bestimmte Dissoziationskonstante der Ntf2-Homodimere von
1 uM bestitigt (Chaillan-Huntington et al., 2001).

Zusitzlich wurden mit dem Laserscanningmikroskop FCS-Messungen an einer freiste-
henden Kernmembran durchgefiihrt. Dazu wurde die planar praparierte Kernmembran mittig
im fokussierten Laserstrahl positioniert (Abb. 46). Infolge des Taillenradius wxy, =351 nm und
der priparationsbedingten Kernporendichte von 18.3 NPC/um” befanden sich durchschnittlich
sieben Kernporen im Detektionsvolumen. Die sich zwischen den Kernporen befindende
Kernmembran wirkt als Diffusionsbarriere und verdndert die Wahscheinlichkeitsdichtefunk-

tion der Molekiile derart, dass die theoretische Autokorrelationsfunktion (AKF) fiir dreidi-

Tab. 11: Fit-Ergebnisse der FCS-Messungen an Alexa Fluor® 647-konjugiertem Ntf2 in freier
Ldsung. Die Diffusionszeit tp von Ntf2-A647 wurde in freier Losung bei unterschiedlichen Fluo-
rophorkonzentrationen und Anregungsintensititen bestimmt und betrigt {iber alle Messungen gemittelt
244 pus. Bei einer Konzentration von 1 nM befindet sich durchschnittlich ein Fluorophor im Detekti-
onsvolumen und bei 10 nM steigt die mittlere Teilchenzahl (N) proportional an. Wihrend der Triplett-
anteil TA konstant bleibt, sinkt die Triplettzeit tr bei steigender Anregungsintensitit . Die Fit-
Abweichung liegt unter 2.5% (fixierter Fitparameter S = 7).

Konzentration 1 nM 1 nM 1 nM 10 nM 10 nM 10 nM
Anregungs- 10 20 40 10 20 40
intensitét [ kW/em® | kW/em® | kW/em® | kW/em® | kW/em® | kW/em®
Teilchenzahl (N) 0.80 0.88 0.98 9.18 8.46 8.34
Diffusionszeit tp 239 us 247 us 244 us 253 us 247 us 249 ps
+7 ps +4 us 13 us 9 pus +4 us +2 us
Triplettanteil TA 30% 31% 32% 31% 30% 30%
Triplettzeit tr 10.6 ps 7.6 us 4.8 ps 12.4 ps 7.8 us 53 us
+0.7pus| 03 us| 0.1ps| £09us| 203 pus| =£0.1ps
Fit-Abweichung 0.0221 0.0117 0.0084 0.0022 0.0014 0.0008
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mensionale Diffusion Gsp(t) ihre Giiltigkeit verliert und zum Anfitten der an der Kernmemb-
ran experimentell bestimmten AKF erst eine neue AKF fiir diesen speziellen Fall hergeleitet
werden muss (Gennerich & Schild, 2000).

Infolge dieser Komplikation wurden die an der Kernmembran ermittelten Autokorrela-
tionen nicht angefittet, was aber auch nicht notwendig war. Ziel der auf konfokaler Mikrosko-
pie basierenden FCS-Messungen war die Etablierung der Methode und insbesondere der Bin-
dungsnachweis von fluoreszent markiertem Ntf2 an der freistehenden Kernmembran. Im Ver-
gleich zur AKF der freien Losung zeigt die in Gegenwart einer Kernmembran bestimmte
AKF eine deutlich erhéhte Verweildauer von Ntf2 im Detektionsvolumen (Abb. 46). Daraus
kann auf eine starke Wechselwirkung der Ntf2-Molekiile mit den Kernporen im beugungsbe-

grenzten Laserstrahl geschlossen werden.
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4.7 Anndherung der Nahfeldsonde an die Kernmembran

Die im Folgenden dargestellten nahfeldoptischen Messungen wurden gemeinsam mit der
Arbeitsgruppe von PD Dr. Andreas Naber am Institut fiir Angewandte Physik durchgefiihrt,
wobei insbesondere Nicole Neuberth den apparativen Aufbau realisierte. SNOM-Messungen
an biologischen Systemen in Fliissigkeit sind generell selten (Hoppener et al., 2005; Chen et
al., 2006; de Bakker et al., 2007) und konnten an freitragenden Kernmembranen erstmalig im
Rahmen dieser engen Kooperation erfolgreich realisiert werden.

Die wegen ihrer Lichtstirke eingesetzte Dreiecksapertursonde wurde aufgrund ihrer ge-
ringen Hohe im Vergleich zur Fasersonde komplett mit Prisma und Stimmgabel in die Puffer-
16sung eingetaucht (Abb. 47 und Abb. 48). Dadurch konnte die Kraftdetektion weder zur An-
nidherung noch zur Abstandskontrolle eingesetzt und die Topographie ebenso wenig aufge-
zeichnet werden.

Die manuelle Anndherung der Dreiecksapertursonde wurde visuell mit Hilfe der Digital-
kamera durchgefiihrt und das Verhalten der fluoreszent markierten Kernmembran aufgenom-
men (s. Anhang 8.3). Aufgrund der Dehnbarkeit des Préparats konnte die Sonde einige Hun-
dert Nanometer in die priparationsbedingt vorgespannte Kernmembran hineingedriickt wer-

den, ohne dabei die freitragende Membran sichtbar zu beschidigen. Beim Zuriickziehen der
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Abb. 47: Schematische Darstellung des SNOM-Aufbaus (b) und zweier Sondentypen (a+c). Bei
der Dreiecksapertursonde (a) wird der freie Laserstrahl in ein Prisma eingekoppelt, das an der Sonde
befestigt ist. Bei Messungen unter Fliissigkeit wird der gesamte Komplex aus Dreiecksapertursonde,
Prisma und Stimmgabel untergetaucht. Die Fasersonde (¢) dagegen wird nur mit der ausgezogenen
Spitze eingetaucht. Dadurch kann die Stimmgabel auch bei Messungen in Fliissigkeiten fiir die Kraft-
abstandskontrolle eingesetzt werden. Bei den im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten nahfeldopti-
schen Messungen wurde die Kraftabstandskontrolle nur zur Sondencharakterisierung im Trockenen
eingesetzt (b). [verdndert nach Naber (2003)]
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200 nm

Abb. 48: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen einer Dreiecksapertursonde. (a) Die Drei-
ecksapertursonde (Pfeil) der ersten Generation wurde an einem Zinken der Stimmgabel befestigt. Die
Spitze des mit einem Aluminiumfilm bedeckten Glaskorpers (b) wurde mit einem fokussierten Ionen-
strahl dekaptiert, so dass eine Apertur der gewiinschten Gréfe entstand (Pfeil in c). [Bilder von N.
Neuberth]

Sonde wurde die Kernmembran in axialer Richtung mitbewegt, bis die Riickstellkraft die
Wechselwirkung zwischen dem Sondenplateau und der Membran iiberwog und die Kernhiille
in die Ausgangsposition zuriickkehrte. Bei lateralen Bewegungen hingegen war keine Interak-
tion festzustellen. Die Sonde glitt vielmehr wie auf einem Wasserfilm iiber die Membran,
ohne diese dabei zu stauchen oder einzureiflen. Die axiale Wechselwirkung kann auf van-der-
Waals-Kréfte oder Dipol-Dipol-Interaktionen zwischen dem positiv geladenen Aluminium-
mantel der Sonde und der negativen Nettoladung der Kernlamina und der Aktinfilamente be-
ruhen.

Wihrend der Messung verursachten die auf die Nahfeldsonde wirkenden Kapillarkrifte
und die sich aufgrund der Verdunstung &ndernde Oberflachenspannung axiale und laterale
Driften. Um die Stabilitit des Systems insbesondere axial zu erhéhen, wurde zunichst die
Stimmgabel der ersten Generation nach der Sondencharakterisierung mit Klebstoff {iberzogen
(Abb. 48). Durch die Herstellung reproduzierbarer Aperturen mit dem fokussierten Ionen-
strahl (FIB) konnte auf die Charakterisierung verzichtet werden, so dass bei den Sonden der
zweiten Generation fiir driftarme Messungen die Stimmgabel durch eine Metallplatte ersetzt
wurde.

Die Stabilitét wurde bei den Dreiecksapertursonden der dritten Generation aufgrund einer
komplett neuen Konstruktion deutlich verbessert, wobei der Verzicht auf die Stimmgabel und
die Befestigung der Sonde auf einem groferen, mit einem Deckglas von 10 x 10 mm verbun-
denen Prisma die Kraftdetektion generell ausschloss (Pérez, 2008). Mit einer Gesamthdhe von
2 mm tauchte dabei nur ein Teil des Prismas in die Pufferlésung ein. Die komplette Anord-
nung wurde mit einem 130 nm starken Goldfilm beschichtet, so dass bei diesen Sonden das
Laserlicht direkt in das Prisma eingekoppelt werden konnte. Dadurch wurde das Streulicht,
das insbesondere bei der Einkopplung in ein in Fliissigkeit befindliches Prisma entsteht, voll-
standig unterdriickt.

Der grofie Zellkern der Xenopus Oozyte wird intranukledr durch ein Netzwerk aus Aktin-
filamenten (F-Aktin) stabilisiert (Bohnsack et al., 2006), welches durch das Anschwellen des
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Abb. 49: Anndherung an die nukleoplasmatische Seite einer mit ap-Aktin markierten Kern-
membran. In einer gréferen Entfernung (a) sind wenige, unscharfe Flecken zu sehen, die 400 nm
nédher schirfer werden (b). Im Nahfeld der Goldsonde mit einer 80 nm groflen Apertur zeichnen die
angeregten Fluorophore punktuell die Filamente nach. Durch die Anndherung um weitere 200 nm (c)
komprimierte das Sondenplateau das Aktinfilamentgeflecht, so dass mehr Fluorophore im Nahfeld
angeregt wurden und die Anregungsintensitit fiir die Aufnahme abgeschwicht werden musste. Die
Halbwertsbreite der abgebildeten Flecken (rote Pfeile) betragt 65-100 nm. In der Schemazeichnung (d)
sind die Aktinfilamente rot und die Kernlamina blau dargestellt.

Kerns im hypoosmolaren Priparationsmedium unkontrolliert reifit. In einiger Entfernung der
immunfluoreszent markierten Aktinfilamente wurden nur diejenigen Fluorophore angeregt,
die in das Nahfeld der Dreiecksapertursonde hineinragten (Abb. 49). Durch die weitere Anné-
herung der Sonde an die Kernmembran konnten mehr Fluorophore angeregt und detektiert
werden. Die punktformige Darstellung der Aktinfilamente kann sowohl durch die begrenzte
Zuginglichkeit des N-terminalen Epitops als auch durch die rdumliche Anordnung der Aktin-
filamente hervorgerufen werden. Die freitragende Kernhiille wurde durch die fortschreitende
Anndherung des Sondenplateaus soweit gedehnt, bis sich aufgrund der intrinsischen Riick-
stellkraft der optimale Abstand einstellte. Eine weitere Anndherung wiirde das Ergebnis nicht
verbessern, sondern die Kernmembran irreversibel schadigen.

Der eingesetzte nahfeldoptische Aufbau ist fiir die genauere Untersuchung der Aktinfila-
mente wenig geeignet. Da diese aber die Anndherung der Sonde an den Kernporenkomplex
behindern, wurde das F-Aktin fiir die weiteren Messungen durch Kéltebehandlung (Pokorna
et al., 2004) und anschlieBender Spiilung mit 0.05% (v/v) Tween20 weitgehend entfernt.

Bei der nahfeldoptischen Messung rastert die Sonde die Probe sowohl von links nach
rechts als auch in der umgekehrten Richtung. Da sich das Sondenplateau in unmittelbarer N&-
he der Probenoberfliche bewegt, gibt der Vergleich der beiden Aufnahmen Aufschluss {iber
die thermische Drift der Sonde und bei bekannten Sondeneigenschaften auch iiber die ausge-
iibten lateralen Kréfte. Bei der Korrelation der beiden Bilder wird die Matrix des ersten Bildes
f(x,y) mit der des zweiten g(x,y) multipliziert und iiber alle x,y summiert. Ausgehend von der
Bildmitte wird dieser Vorgang nach der Verschiebung um k und 1 in der X- und Y-Achse wie-
derholt und das Ergebnis bildlich mit dem hdéchsten Wert in Weill und dem niedrigsten in
Schwarz dargestellt:
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G(kiky) =D T (X, yj) a(xi +K,yj +1) (13)
X,y

Je dhnlicher zwei Bilder sind, desto groBer ist der Wert der Kreuzkorrelation. Bei der Auto-
korrelation gilt f(x,y) = g(x,y) und der hochste Wert liegt mit k und 1 gleich Null in der Bild-
mitte.

Die vor- und riickwérts gerichteten Aufhahmen der mit af3-Aktin gefarbten Kernmembran

zeigen in der Uberlagerung eine deutliche Abweichung (Abb. 50). Die Korrelation des rechts
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Abb. 50: Vergleich der beiden Rasterungsrichtungen zweier unterschiedlicher Messungen. Die
nukleoplasmatische Seite der Kernmembran wurde sowohl von links nach rechts als auch in umge-
kehrter Richtung gerastert. Die Uberlagerung der beiden Aufnahmen zeigt den Versatz und damit die
Festigkeit der Probe. Die frisch priparierte, mit a3-Aktin gefarbte Kernmembran (a) und (b) zeigt in
der Uberlagerung einen deutlichen Versatz (Bild e), wobei a) in griin und b) in rot dargestellt wurden).
Mit Hilfe der horizontalen Profillinie (i) durch die Kreuzkorrelation (f) kann die Verschiebung auf 280
nm quantifiziert werden, wohingegen das vertikale Profil keine Abweichung aufweist (j). Die Markie-
rung des distalen Rings mit aNup153-Z (c und d) zeigt in der Uberlagerung (g) nur eine kleine Diffe-
renz. Das iiber Nacht bei 4°C gelagerte und mit 0.05% (v/v) Tween20 gespiilte Préparat weist in der
Kreuzkorrelation (h) einen etwa 99 nm groflen horizontalen Versatz auf (k).
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nach links gerasterten Bildes mit der Vorwértsaufnahme weist eine horizontale Verschiebung
des Maximums um 280 nm auf. Die nukleoplasmatische Seite einer mit aNup153-Z markier-
ten Kernmembran dagegen zeigt in der Kreuzkorrelation eine Abweichung von etwa 100 nm
(Abb. 50). Zur Entfernung des F-Aktins wurde dieses Préparat wie nach Pokorna et al. (2004)
tiber Nacht bei 4°C inkubiert und anschlieSend mit 0.05% (v/v) Tween20 gespiilt.

Die Stabilitdt des Systems wird durch die in vertikaler Richtung versatzlose Kreuzkorrela-
tion deutlich. Bei der Betrachtung der horizontalen Differenz wurde die geringe systemimma-
nente Abweichung durch die verzogerte Messung des Fluoreszenzsignals im Vergleich zur
angegebenen Position vernachléssigt.

Der Antikdrper aNup153-Z bindet an die Zinkfinger-Doméne von Nup153, die am dista-
len Ring des Kernkorbs lokalisiert ist (Fahrenkrog et al., 2002). Die acht Filamente, die den
distalen Ring am nukleoplasmatischen Ring verankern, erlauben dieser terminalen Struktur
nur eine eingeschrankte Flexibilitit.

Die Differenz zwischen den beiden Aufnahmen der mit aNupl53-Z markierten Kern-
membran von 100 nm setzt sich aus der eingeschrinkten Beweglichkeit des distalen Rings
und der Sondengeschwindigkeit zusammen. Ein sich schneller bewegendes Sondenplateau
verursacht eine groBere laterale Scherung des distalen Rings. Dariiber hinaus bewirkt die Ver-
dopplung der PixelgroBe eine DriftvergroBerung um 30% (Tab. 12).

Die Aktinfilamente auf der nukleoplasmatischen Seite einer frisch priparierten Kern-
membran wurden durch das dariiber gleitende Sondenplateau um 60 nm weiter verschoben als

der distale Ring unter vergleichbaren Bedingungen (Tab. 12).

Tab. 12: Quantitative Driftanalyse unterschiedlicher Messungen in Abhé&ngigkeit von der Ge-
schwindigkeit und der Auflésung. Die Verdopplung der Geschwindigkeit erhoht physikalisch die
laterale Drift, wobei deren Berechnung durch die Lokalisationsgenauigkeit der Fluorophore einge-
schriankt wird. Aus der Driftdifferenz zweier unter vergleichbaren Bedingungen vermessener Proben
kann deren relative Steifigkeit qualitativ bestimmt werden.

Préparation oNupl53 | aNup153 | mAb414 | mAb414 | aNupl53 | ap-Aktin

Pixelgrofe [nm] 15.625 15.625 15.625 31.25 31.25 31.25

Geschwindigkeit 2 um/s 4 um/s 4 um/s 4 um/s 8 um/s 8 um/s

Horizontale Drift 65 nm 99 nm 123 nm 149 nm 187 nm 265 nm
74 nm 99 nm 121 nm 160 nm 196 nm 280 nm
76 nm 100 nm 122 nm 158 nm 195 nm 288 nm
115 nm 155 nm 209 nm 236 nm
222 nm
260 nm
261 nm

Drift © 72 nm 100 nm 120 nm 156 nm 197 nm 259 nm
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4.8 Nahfeldoptische Messungen an einer freistehenden Kernmembran

Fiir die nahfeldoptische Charakterisierung der freistehenden Kernmembran wurden der
pan-NPC Marker mAb414 und die beiden doménenspezifischen Antikdrper aNup153-C2 und
aNup153-Z eingesetzt (Abb. 51). Der monoklonale Antikoérper mAb414 wurde durch Immu-
nisierung von Méusen mit Rattenleberzellkernen hergestellt (Davis & Blobel, 1986). Er rea-
giert mit einer Reihe Proteine, die FXFG-Wiederholungen besitzen, wie p62, Nupl53,
Nup214/CAN und Nup358/RanBP2 (Walther et al., 2001). Im Immun-Blot erkennt mAb414
nicht nur p62, sondern auch ein in der Grofe von Nupl53 laufendes Protein (Abb. 51).
Nup214/Can und Nup358/RanBP2 wurden fiir die immunologische Detektion aufgrund ihrer
GroBe von 214 und 358 kDa in nichtausreichender Menge auf die Blotmembran iibertragen.

aNup153-Z ist gegen die am distalen Ring lokalisierte Zinkfinger-Doméine und aNup153-
C2 gegen den flexiblen, an FXFG-Wiederholungen reichen C-Terminus des Xenopus Nup153
gerichtet (Fahrenkrog et al., 2002). Im Immun-Blot detektierten die beiden doméinenspezifi-
schen Antikorper nicht nur Nup153, sondern noch ein ca. 50 kDa grof3es Protein (Abb. 51).
Der mittels Affinitdtschromatographie gereinigte Antikorper aNupl53-Z kreuzreagiert in
hoherer Konzentration mit Nup358/RanBP2 und der mittels Protein G gereinigte Antikdrper
aNup153-C2 zeigt in der Immunprézipitation Kreuzreaktivitit mit einigen FG-reichen Nuk-
leoporinen (personliche Mitteilung Prof. Dr. K. Ullman).

Rasterkraftmikroskopische Aufnahmen eines IgG-Antikorpers zeigen ein Y mit 6.0-6.5

nm Schenkelldnge (San Paulo & Garcia, 2000). Ein mit monoklonalen primiren und fluores-
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kDa ____ kDa kDa kDa
150 — 250 — 250 — 250 — e) aNup153-Z aNup153-C2
100 — i 655-926  1375-1602
gg: 150 — 150 —{ 150 —lan e e
37 — o

== — 1 -

L 100 o ZnF PG reich

20 — 75 — 75 — 75 —
15 —
10 — 50 —D 50 —{ . 50 —

Abb. 51: Immunologische Analyse der Xenopus Oozyten-Zellkerne. (a) Die riesigen Nuklei wer-
den durch ein Netzwerk aus Aktin (44 kDa) stabilisiert. (b) Der monoklonale pan-NPC-Marker
mADb414 detektiert ein p62 und ein Protein, das in der Grof3e von Nup153 lauft. Die beiden doménen-
spezifischen Antikorper aNupl153-Z (c) und aNup153-C2 (d) reagieren nicht nur mit Nup153, son-
dern detektieren noch mindestens ein weiteres Nukleoporin. Die schwicheren Banden auf dem Im-
mun-Blot aNup153-Z (¢) stammen von unspezifischen Bindungen des sekundédren Antikdrpers GAR-
POD. (e) aNup153-Z ist gegen die Zinkfinger-Doméne (ZnF, 655-926aa) und aNup153-C2 gegen den
an FxFG-Wiederholungen reichen C-Terminus (1375-1602aa) des Xenopus Nup153 gerichtet .
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zierenden sekundidren Antikorpern markiertes Epitop weist somit Fluorophore im Umkreis
von 12-20 nm auf. Durch Konjugation der primédren Antikérper mit Fluoreszenzfarbstoffen
wird deren Verteilung auf einen Radius von 6-11 nm reduziert, wobei sich die Helligkeit des
markierten Epitops drastisch reduziert. Solange die Fluoreszenz nicht zur Anndherung der
Sonde bendtigt wird, ist dieser Umstand fiir nahfeldoptische Messungen weniger gravierend,
da die Intensitit der Fluoreszenz nur von der Entfernung der Fluorophore zur Apertur abhén-
gig ist. Das Messergebnis wird durch die Photostabilitdt der Fluorophore und das Sig-
nal/Rausch (S/N)-Verhiltnis beeinflusst. Letzteres ist stark von der Lasereinkopplung in das
Prisma der Dreiecksapertursonde, der Undurchléssigkeit des Metallfilms und von der unspezi-
fischen Antikérperbindung abhingig.

Fiir zeitlich aufgeloste Lokalisationsstudien und fiir tagesfrische Messungen wurden die
Antikdrper mAb414, aNup153-C2 und aNupl153-Z mit Alexa Fluor® 633 bzw. 532 konju-
giert und die Kopplungsrate spektrophotometrisch bestimmt (Tab. 13). Des Weiteren wurden
die Antikdrper mit halbleitenden Nanokristallen Qdot” 655 dotiert. Die rekombinant expri-
mierten und chromatographisch gereinigten Proteine Importin a2 und Ntf-2 wurden fiir Fluo-
reszenzkorrelationsspektroskopische (FCS) Messungen mit Alexa Fluor® 633 markiert und
die Kopplungsrate wurde ebenfalls spektrophotometrisch bestimmt.

Um eine unspezifische Bindung der sekundiren Antikorper oder der Fluorophore an die
Kernmembran zu liberpriifen, wurden vier Préparate mit je zwei unterschiedlichen sekundiren
Antikorpern inkubiert. Dabei diente als Positivkontrolle der sekundire Antikorper, der den
primdren Antikorper erkennt (z.B. aNupl153-Z + GAR-A633) und als Negativkontrolle der
sekundédre Antikorper, der primdre Antikorper einer anderen Spezies erkennt (z.B. aNup153-
Z, GAM-A532). Um die Abbildungsqualitit sicherzustellen, wurde diesselbe Probe jeweils in

der Reihenfolge Positiv-Negativ-Positivkontrolle vermessen.

Tab. 13: Kopplungsrate der direkt konjugierten Proteine. Angegeben ist die spektrophotometrisch
bestimmte und nach Gleichung (7) berechnete Anzahl der Fluorophore pro Protein. Die Werte fiir die
Quantenpunkte Qdot® 655 entsprechen der im Handbuch angegebenen durchschnittlichen Kopplungs-
rate.

Alexa Fluor” 532 Alexa Fluor” 633 Qdot” 655
(Fluorophore/Protein) | (Fluorophore/Protein) | (Qdots/Protein)
mAb414 4/3 3 1/4
aNup153-C2 - 2/3 1/4
oaNupl153-Z - 1/3 1/4
Importin a2 - 1/3 -
Ntf-2 - 1/2 -
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Abb. 52: Die eingesetzten sekundaren Antikérper zeigen nur geringe unspezifische Bindungsaf-
finitaten. Zur Priifung der vier fiir die nahfeldoptischen Messungen eingesetzten sekundidren Antikor-
per auf unspezifische Bindung wurden in vier Ansitzen die Kernmembranen mit den primiren Anti-
koérpern a—Nup153-Z (a-f) oder mAb414 (g-1) markiert und mit einem passenden sekundédren Antikor-
per sichtbar gemacht (linke Spalte). Zusitzlich wurde der gegen die andere Spezies gerichtete und mit
dem anderen Fluorophor konjugierte sekundédre Antikorper hinzugegeben. Die iiber Nacht bei 4°C
gelagerten und mit 0.05% (v/v) Tween20 gespiilten Praparate wurden in der abgebildeten Reihenfolge
(a-1) mit derselben Nahfeldsonde (Apertur: 80 nm) analysiert, wobei zunéchst die nukleoplasmatische
Seite der Kernmembran abgebildet wurde (linke Spalte). AnschlieBend wurde mit der zweiten Laserli-
nie in dhnlicher Intensitit angeregt (mittlere Spalte) und zuletzt die Membran wieder mit der urspriing-
lichen Wellenldnge aufgenommen (rechte Spalte). Die Abbildungen in einer Reihe wurden auf die
groBte Intensitéit der drei Aufnahmen normiert. Die letzte Reihe zeigt deutlich die Beanspruchung der
Dreiecksapertursonde der zweiten Generation durch den mehrmaligen Probenwechsel. Die sekundéren
Antikorper Ziege-anti-Maus und Ziege-anti-Kaninchen wurden mit GAM bzw. GAR abgekiirzt und
die Konjugat Alexa Fluor® 532 und Alexa Fluor® 633 mit -A532 bzw. -A633.
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Tatsdchlich zeigt die Positivkontrolle in jedem Fall eine hochaufgeloste Kernporenfar-
bung, wihrend die Negativkontrolle keinerlei Farbung aufweist (Abb. 52). Einzig in der zu-
letzt vermessenen Probe sind unspezifische Bindungen des sekunddren Antikdrpers GAR-
Alexa Fluor® 633 sichtbar, die nicht mit den beiden Positivkontrollen dieser Probe korrelie-
ren. Diese zeigen eine deutliche Reduktion der Abbildungsqualitit, die auf die lange Bean-
spruchung der mit Aluminium beschichteten Dreiecksapertursonde und den hdufigen Proben-
wechsel zuriickgefiihrt werden kann. Somit ist klar, dass weder Fluorophore noch sekundére

Antikorper unspezifisch die Kernporen markieren und dass somit die hochaufgelosten Abbil-
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Abb. 53: Doppelmarkierte freistehende Kernmembranen kénnen exakt abgebildet werden. Der
an die Membran gebundene primére Antikdrper mAb414 wurde mit den beiden sekundédren Antikor-
pern GAM-Alexa Fluor® 532 und GAM-Alexa Fluor® 633 fluoreszent markiert. Nach der F-Aktin-
Entfernung wurde die nukleoplasmatische Seite der Kernmembran mit den Laserlinien 532 nm (a) und
633 nm (b) unter Verwendung einer Sonde der zweiten Generation mit einer 50 nm gro3en Apertur
nacheinander mit 4 um/s abgebildet. Die Uberlagerung (c) zeigt eine partielle Kolokalisation der se-
kundéren Antikorper (gestrichelte Kreise). Nur wenige Kernporen wurden ausschlieBlich mit einer
Fluorophorspezies markiert (Pfeil: GAM-A633, Pfeilspitze: GAM-A532). Die Autokorrelationen (d
und e) weisen das erwartete Maximum in der Bildmitte auf und zeigen im horizontalen Linienprofil (g
und h) keine lateralen Differenzen. Das horizontale Linienprofil (i) der Kreuzkorrelation der beiden
Aufnahmen (f) zeigt einen leichten Versatz, der durch eine kleine laterale Verschiebung eines der Bil-
der um 77 nm ausgeglichen werden kann (j).
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dungen tatsdchlich Kernporen zeigen.

Zur Kontrolle der optischen Abbildung bei serieller Verwendung zweier Anregungslaser-
linien wurde eine mit mAb414 und den beiden sekundidren Antikdrpern GAM-AS532 und
GAM-A633 markierte Kernmembran nahfeldoptisch dargestellt (Abb. 53).

Die Uberlagerung der beiden hochaufgeldsten Aufnahmen zeigt viele vollstindige oder
partielle Kolokalisationen (Abb. 53 c). Nur wenige Kernporen wurden ausschlieBlich mit ei-
nem der beiden sekundédren Antikdrper markiert. Bei der Autokorrelation der Immunfluores-
zenzaufnahmen ist entsprechend der Theorie ein zentrales Maximum sichtbar (Abb. 53 e) und
f). Das horizontale Linienprofil durch das Maximum der Kreuzkorrelation der beiden nah-
feldoptischen Aufnahmen zeigt einen geringen Versatz von 77 nm. Die Verschiebung einer
der Abbildungen um diesen Betrag erhoht die Zahl der vollstdndigen Kolokalisationen auf der
iiberlagerten Darstellung (Abb. 53 j). Bei anderen Messungen bewegt sich die laterale Drift
zwischen zwei nacheinander, mit unterschiedlichen Anregungswellenldngen aufgenommenen
Bildern in einem Bereich von 30 bis 100 nm.

Kolokalisationsstudien an zweifach markierten Kernmembranen zeigen nur wenige Kern-
poren, bei denen sowohl aNup153-Z und als auch mAb414 hochaufgeldst dargestellt werden
konnten (Abb. 54). Wider Erwarten konnte der fluoreszierende Primérantikorper mAb414-
A532 im Gegensatz zu dem mit Sekundirantikorpern markiertem mAb414 nicht hochaufge-
16st dargestellt werden (Abb. 54 b) und f). Das schlechte S/N-Verhiltnis weist dariiber hinaus
auf einen hohen Fernfeldanteil bei der Anregung hin. Somit befinden sich die Fluorophore nur
noch bedingt im optischen Nahfeld der Dreiecksapertursonde. Durch die Bindung fluoreszie-
render Sekundirantikorper vergrofert sich der Radius, in dem die Fluorophore um das Epitop
herum lokalisiert sein konnen, um ca. 10 nm. Somit konnte die Reduktion der Lokalisations-
genauigkeit des Epitops im Falle von mAb414 einige Fluorophore aus dem Grenzbereich ins
optische Nahfeld zuriick bringen und die hochaufgeldste Darstellung selbiger ermoglichen.

Die Uberlagerung der korrelierten nahfeldoptischen Immunfluoreszenzaufnahmen zeigt
nicht nur kolokalisierte aNup153-Z- und mAb414-Antikérper sondern auch unmittelbar be-
nachbarte, nicht tiberlappende Fluoreszenzen (Abb. 54 k), die entweder von variierenden late-
ralen Driften oder von unbewegten, nebeneinander liegenden Epitopen herriihren. Letzteres
ist in Einklang mit der Hypothese, dass die Zinkfingerdomédne von Nup153 nicht nur an den
distalen Ring, sondern auch an den nukledren Ring bindet und die FG-reiche Doméne mdgli-

cherweise mit der Kernlamina interagiert (Ball & Ullman, 2005).
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Dartiber hinaus zeigt die in Abb. 54 1) und j) dargestellte Doppelfarbung neben einer ge-
ringen Fluktuation eine nahezu identische Auflosung der aNup153-Z- und mAb414-Anti-
korper.

Weitere Auswertungen bestétigen, dass sich die Auflosungen mAb414-oder Nup153-Z-
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Abb. 54: Die Antikérper aNup153-Z und mAb414 sind an manchen Kernporen kolokalisiert. (a)
Die Alexa Fluor® 633-konjugierten aNup153-Z-Antikorper konnten bei der nahfeldoptischen Vermes-
sung der nukleoplasmatischen Seite einer zweifach markierten Kernmembran hochaufgelost darge-
stellt werden. (b) Im Gegensatz dazu war die Auflosung der mit Alexa Fluor® 532 gekoppelten
mADb414-Antikorper deutlich reduziert. (¢) Aufgrund des schlechten S/N-Verhéltnisses sind auf der
Uberlagerung keine Kolokalisationen zu erkennen, obwohl die beiden Fluoreszenzaufnahmen korre-
liert sind (d). Bei der Verwendung sekundarer Antikorper wurden sowohl die aNup153-Z (e und i) als
auch mAb414-Antikérper (f und j) hochaufgeldst dargestellt. Die Uberlagerungen der korrelierten
nahfeldoptischen Abbildungen (g und h) zeigen wenige Kolokalisationen (Pfeile). Fiir die Uberlage-
rung von ¢) und f) wurden die Aufnahmen entsprechend der Kreuzkorrelation (h) gegeneinander ver-
schoben. Fiir die Uberlagerung c) und k) wurde die Deckkraft der Alexa Fluor® 532-Abbildungen
reduziert. Die nahfeldoptischen Immunfluoreszenzaufnahmen allerdings wurden nicht verédndert, um
beispielsweise den Verlust der Einkopplung in ¢) und f) zu kompensieren. Die minimale Halbwerts-
breite der Fluoreszenzpunkte auf den mit aNupl53-Z markierten Membranen liegt bei 100 nm (a)
bzw. 70 nm (e und i). Letzterer Wert unterscheidet sich nicht vom minimalen Durchmesser der mit
mAb414 und GAM-A633 markierten Kernmembran (j). Die Préparate wurden zur F-Aktin-Entfernung
iiber Nacht bei 4°C inkubiert, wobei die Préiparation der Aufnahmen i) und j) eine weitere Nacht bei
4°C gelagert worden war. Fiir die Vermessung wurden 60 nm (a und b) bzw. 65 nm grof3e Dreiecksa-
pertursonden verwendet.
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markierter Strukturen nicht wesentlich unterscheiden (Abb. 55 und Abb. 56). Ferner ist die
Auflosung nicht durch das Auflosungsvermdgen der Sonde begrenzt, das sich bei diesem
Autfbau zwischen 30 und 40 nm bewegt (Molenda et al., 2005).

Wider Erwarten wiesen die mit primdren und sekundidren Antikorpern gefarbten Kern-
membranpriparationen durchgehend eine bessere Auflésung auf als die mit fluoreszierenden
Primérantikdrpern markierten Strukturen (Abb. 55 und Abb. 56). Wihrend bei mAb414-A633
Halbwertsbreiten (FWHM) von 105-175 nm gemessen wurden, betrugen sie bei aNup153-Z-
A633 105-142 nm. Die mit mAb414 und GAM-A633 markierten Fluoreszenzpunkte indes

wiesen Halbwertsbreiten von 87-113 nm auf. Im Gegensatz dazu zeigten die mit Nanokristal-
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Abb. 55: Der pan-NPC-Marker mAb414 kann hochaufgeldst dargestellt werden. (a) Die nukle-
oplasmatische Seite einer mit mAb414 und GAM-A633 markierten Kernmembran zeigt Gruppen von
schachbrettartig angeordneten Kernporen. Die Dichte betréigt 14.2 £1.56 Kernporen pro pm”. (b) Die
Halbwertsbreite (FWHM) ausgewéhlter Fluoreszenzpunkte ist deutlich grofer als die Sondenapertur
von 50 nm. (b und c) Durch die Verwendung Fluorophor-gekoppelter Primirantikdrper konnte die
Auflosung wider Erwarten nicht verbessert werden (Apertur: 65 nm). Allerdings ist bei diesem Prépa-
rat die Kernporendichte mit 6.6 +2.24 NPCs/um”* deutlich reduziert. Die mit Nanokristallen konjugier-
ten Antikorper mAb414-Q655 (e) zeigen im Linienprofil (f) ihre Helligkeit in Form des einmaligen
S/N-Verhiltnisses. Die Halbwertsbreite der Fluoreszenzpunkte geht bis auf den Aperturdurchmesser
von 60 nm herunter. In der Falschfarbendarstellung der Fluoreszenzautnahme wird das Blinken der
halbleitenden Kristalle durch dunkle Streifen sichtbar (Pfeilspitzen in e). Alle Praparate wurden zur F-
Aktinentfernung tiber Nacht bei 4°C inkubiert und mit 0.05% (v/v) Tween20 gespiilt.
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len konjugierten Primérantikorper ein brillantes S/N-Verhéltnis. Die Auflésung von 65-104
nm ldsst sich infolge der geringen Konzentration leicht bestimmen und liegt im Bereich der
publizierten Auflosung fiir mAb414 von ~60 nm (Hoppener et al., 2005). Jedoch eignen sich
die Quantenpunkte aufgrund ihres charakteristischen Blinkens, das auf der rasternahfeldopti-
schen Aufnahme durch dunkle Streifen sichtbar wird, nicht fiir FCS-Messungen (Abb. 55 e)
und f).
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Abb. 56: Die domanenspezifischen Antikdrper aNup153-C2 und aNup153-Z werden ebenfalls
hochaufgelost dargestellt. Die Linienprofile ausgewahlter Fluoreszenzpunkte von aNup153-C2- (a)
und aNup153-Z- (b) markierten Kernmembranen zeigen eine dhnliche Verteilung der Halbwertsbrei-
ten (b und d), wobei die Kernporendichte des mit aNupl153-C2 gefarbten Priparats (10.3 £1.31
NPCs/um?) geringer ist als die der mit oNup153-Z behandelten Kernhiille (15.6 +£2.57 NPCs/um?).
Die optische Auflosung konnte durch den Einsatz mit Fluorophoren gekoppelter primérer Antikorper
(e) nicht verbessert werden (f), wobei sich die Auflosung bei der Vermessung der nukleoplasmati-
schen Seite einer frisch praparierten Kernmembran (g) nochmals verschlechterte (h).
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Die Markierung des flexiblen C-Terminus von Nup153 mit aNup153-C2 und GAM-A633
erzielte mit 49-113 nm eine bessere Auflosung als die Markierung des distalen Rings mit
aNupl153-Z und GAR-A633, bei der Halbwertsbreiten von 71-107 nm gemessen wurden
(Abb. 56).

Dariiber hinaus verursachte die Verwendung frischer Kernmembranprédparationen einen
zusétzlichen Auflosungsverlust. Wihrend tiber Nacht gelagerte, mit aNup153-Z-A633 mar-
kierte Strukturen Halbwertsbreiten von 105-142 nm aufwiesen, wurden bei einem frischen
Préaparat 120-202 nm gemessen (Abb. 56).

AbschlieBend wurde der pan-NPC-Marker mAb414 zusammen mit dem lipophilen Farb-
stoff Dil abgebildet (Abb. 57). Dazu wurden im Zuge der Kernpriparation intakte Zellkerne
in der Dil-Farbelosung inkubiert, so dass der Farbstoff vornehmlich in die duflere Kernmemb-
ran interkalierte. Diese ist bei der rasternahfeldoptischen Vermessung der nukleoplasmati-
schen Seite fiir eine hochauflosende Abbildung zu weit entfernt, so dass im Gegensatz zu
mAb414-A633 keine einzelnen Dil-Molekiile dargestellt werden konnten (Abb. 57 b) und c¢).
Durch inverse Préparation der Kernmembran und Abbildung der zytoplasmatischen Seite hin-
gegen werden einzelne Dil-Fluorophore sichtbar (Abb. 57 f). Auch der fluoreszent markierte
Primirantikdrper mAb414-A633 konnte so aufgrund seiner Bindung an die zytoplasmatischen
Nukleoporine Nup214 und Nup358 hochaufgelost dargestellt werden (Walther et al., 2001).
Keine der Uberlagerungen oder Kreuzkorrelationen deutet auf eine mogliche Kolokalisation
von mAb414 und Dil hin (Abb. 57).

Im Gegensatz dazu konnte die markierte Kernlamina dargestellt werden (Abb. 57 j). Da-
bei wiesen die mit einem aLamin-Antikdrper markierten Strukturen Halbwertsbreiten von 70
nm auf. Bemerkenswerterweise waren auf der Uberlagerung der nahfeldoptischen Fluores-
zenzaufnahmen einige Fluoreszenzpunkte benachbart und konnten durch horizontale Ver-
schiebung um 60 nm zur Deckung gebracht werden, wobei die Kreuzkorrelation neben dem
zentralen Maximum und auch sehr viele weitere, kleinere Maxima aufwies, die auf eine peri-

odische Anordnung der Fluoreszenzpunkte hindeuten (Abb. 57 1), o) und p).
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Abb. 57: Die nahfeldoptische Darstellung der Kernmembran ist axial begrenzt. (a und b) Die
duBere mit Dil markierte Kernmembran (griin) ist bei der Vermessung der nukleoplasmatischen Seite
eines frischen Priparats fiir eine hochaufgeloste Darstellung einzelner Molekiile zu weit entfernt.
Durch die inverse Priparation (e) gelangt die dullere Kernmembran néher an die Sonde und einzelne
Fluorophore werden sichtbar (f). Die Aufnahmen der doppelt markierten Kernmembranen zeigen den
fluoreszent markierten Antikdrper mAb414-A633 sowohl bei der Vermessung der nukleoplasmati-
schen (c¢) als auch bei der zytoplasmatischen Seite (g) hochaufgelost. Die zusammengehorenden Auf-
nahmen weisen fiir keinen der beiden Ansétze eine Kolokalisation (d und h) oder eine Korrelation auf
(m und n). Im Gegensatz dazu wird der aLamin-Antikdrper bei der Vermessung der nukleoplasmati-
schen Seite einer Kernmembran mit einer 65 nm groBen Dreiecksapertursonde nach der F-Aktin-
Entfernung hochaufgelost dargestellt (j). Die minimale Halbwertsbreite der Fluoreszenzpunkte liegt
bei 70 nm. In der Uberlagerung mit dem pan-NPC-Marker mAb414 liegen auffallend viele Fluores-
zenzpunkte benachbart (1), von denen einige (gestrichelte weile Kreise) durch die horizontale Ver-
schiebung einer der beiden Aufnahmen um 60 nm zur Deckung gebracht werden konnen (p). Die
Kreuzkorrelation der beiden Fluoreszenzaufnahmen weist allerdings neben dem zentralen Maximum
sehr viele weitere kleinere Maxima auf, die auf eine periodische Anordnung der Fluoreszenzpunkte
hinweisen (o). Fiir die Vermessung der Dil-markierten Priparate wurden 80 nm (b und c) bzw. 45 nm
grofle Dreiecksapertursonden (f und g) verwendet. Die potentiellen Lokalisationen des mAb414 in der
Kernpore sind in den Schemata durch rote Punkte markiert.
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4.9 Nahfeldoptische Fluoreszenzkorrelationsspektroskopie

Die Kombination von SNOM und FCS ermdglicht die Analyse dynamischer Prozesse in
einem um zwei bis drei Zehnerpotenzen kleineren Anregungsvolumen als bei auf konfokaler
Mikroskopie basierender FCS. Nahfeldoptische Messungen an immobilisierten fluoreszieren-
den Nanopartikeln zeigten, dass die Eindringtiefe des evaneszenten Feldes bei dem im Rah-
men dieser Arbeit zur Verfiigung stehenden SNOM-Aufbau 24 nm betrigt (Pérez, 2008). Da-
bei wurde die Intensitdt I der angeregten Fluoreszenz in unterschiedlichen Entfernungen ge-
messen und gegen den Abstand d aufgetragen (Abb. 58). Die Eindringtiefe d ist definiert als

der Punkt, an dem die Intensitit auf 1/e der urspriinglichen Intensitét 1o abgesunken ist.

a) b) 20}
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Abb. 58: Nahfeldoptische SNOM-Messungen bestéatigen den exponentiellen Abfall des evanes-
zenten Feldes. (a) Eine TA-Sonde mit einer Apertur von 80 nm wurde {iber einem fluoreszierenden
Polystyrolkiigelchen platziert und die Fluoreszenzintensitit in unterschiedlichen Abstinden gemessen.
(b) Dabei nimmt die Intensitdt mit steigendem Abstand z doppelt exponentiell ab und erreicht nach
z=24nm 1/e der Ausgangsintensitdt [,. Dieser Wert bezeichnet die Eindringtiefe des evaneszenten
Feldes. [Messung von J. Pérez]

Die Eindringtiefe bestimmt gemeinsam mit dem Aperturdurchmesser das Anregungsvo-
lumen der nahfeldoptischen Sonde. Durch dessen geringe Dimension sind frei diffundierende
Fluorophore nur kurze Zeit im evaneszenten Feld detektierbar, wie die hohe Fluktuation im
Intensitétssignal einer nahfeldoptischen Fluoreszenzmessung bestitigt (Abb. 59). Die experi-
mentell bestimmte Autokorrelationsfunktion (AKF) sinkt bereits nach ~10 ps auf die Hélfte
threr Ausgangsamplitude ab. Aufgrund der komplexen Feldverteilung einer Dreiecksapertur-
sonde (Molenda et al., 2005) fehlt bisher ein einfaches analytisches Modell, das zur Herlei-
tung der theoretischen Autokorrelationsfunktion fiir das optische Nahfeld einer TA-Sonde
herangezogen werden konnte.

Im Gegensatz zur freien Losung zeigte das Intensitétssignal nahfeldoptischer Fluores-

zenzmessungen an einer Kernmembran immer wieder Ereignisse, bei denen iiberdurchschnitt-

lich viele Photonen in einem Zeitraum von einigen Millisekunden detektiert wurden (Abb.
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Abb. 59: Nahfeldoptische Fluoreszenzmessungen in freier Losung zeigen hohe Fluktuationen
von ungekoppeltem Alexa Fluor® 633. (a) Die Fluorophore diffundieren ungehindert durch das Nah-
feld der TA-Sonde (Apertur 35 nm), wobei sie in Abhdngigkeit von ihrer Entfernung zur Apertur un-
terschiedlich stark angeregt werden. (b) Der zwei Sekunden lange Ausschnitt des Intensititssignals
einer 1 pM Alexa Fluor® 633-Losung weist hohe Fluktuationen auf (Gesamtmesszeit: 600 s). (c¢) Die
normierte Autokorrelationsfunktion G(t) bestitigt die kurze Diffusionszeit. Bereits nach ~10 ps ist
G(7) auf die Hilfte des urspriinglichen Wertes G, gesunken. [Messung in Kooperation mit J. Pérez]
60). Bei einer hoheren zeitlichen Auflosung werden wesentlich kiirzere Fluktuationen sicht-
bar, die die Bewegungen einzelner Fluorophore im evaneszenten Feld darstellen.

Infolge der Messanordnung wird die Diffusion der Molekiile sowohl durch das Sonden-
plateau als auch durch die Kernmembran begrenzt. Befindet sich die Sonde oberhalb einer
Kernpore, kann das fluoreszent markierte Ntf2 zusétzlich zur lateralen Diffusion auch an den
Kernporenkomplex binden und translozieren (Abb. 60).

Dabei unterscheiden sich die oberhalb und neben einer Kernpore gemessenen Intensitéts-

signale zundchst kaum. Beide zeichnen sich durch Ereignisse mit hoherer Intensitit aus, die

insbesondere im zeitlichen Umfang und in der Abfolge der Einzelmolekiilfluktuationen diffe-
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Abb. 60: Nahfeldoptische Fluoreszenzmessungen am Kernporenkomplex setzen sich aus zwei
Komponenten zusammen. (a) Auf der nahfeldoptischen Darstellung der nukleoplasmatischen Seite
einer frisch priparierten Kernmembran werden die Kernporen durch gebundenes Alexa Fluor® 633-
markiertes Ntf2 abgebildet (Pfeile). Ferner sind auch diffundierende Ntf2-A633-Molekiile zu sehen
(Pfeilspitzen). (b) Das Intensitétssignal zeigt innerhalb von vier Sekunden mehrere hohe Ereignisse an.
Bei einer hoheren zeitlichen Aufldsung (Zeitfenster 25 ps) stellen sich diese als Fluktuationen variie-
render Intensitit in unregelméBigen Intervallen heraus. (¢) Die Molekiilbewegung wird sowohl von
der Kernmembran als auch vom Plateau der nahfeldoptischen Sonde begrenzt. Dadurch koénnen sie
entweder im Zwischenraum diffundieren oder am Kernporenkomplex binden. [Messungen mit PD Dr.
A. Naber und J. Pérez]
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rieren. Dieser Unterschied wird erst in der Autokorrelation wirklich deutlich sichtbar.

Im Gegensatz zur Diffusion im Sonden-Membran-Zwischenraum ldsst sich die Bewegung
innerhalb des Transportkanals relativ einfach modellieren. Der geringe Kanaldurchmesser von
etwa 50 nm erlaubt die Annahme, dass die Feldverteilung orthogonal zur Kanalachse homo-
gen sei. Somit verursachen laterale Bewegungen des Molekiils weder eine Intensitdtsdnderung
noch beeinflussen sie die AKF, so dass der Fall einer begrenzten eindimensionalen Diffusion
eintritt (Abb. 61).

Dabei bewegt sich ein fluoreszierendes Molekiil zufillig innerhalb eines schmalen Kanals
der Lénge L, der von einem evaneszenten Feld mit der Eindringtiefe d beleuchtet wird. Fiir
L = d diffundiert das Molekiil in einem flachen Intensititsgradienten, so dass die Autokorrela-
tionsfunktion von der Dissoziation des Molekiils am Ende des Kanals bestimmt wird. Der
Intensititsgradient wird durch Verldngerung des Kanals steiler. Folglich nimmt die Zeitspan-
ne zu, in der sich das Molekiil zwar im Kanal, aber nicht in der Eindringtiefe des evaneszen-
ten Feldes bewegt. Ein sehr langer Kanal (L/d — o) entspricht der Anordnung bei der Total-
reflektion, wofiir schon seit langem theoretische Autokorrelationsfunktionen bekannt sind
(Thompson et al., 1981; Ries et al., 2008).

Fiir den allgemeineren Fall einer begrenzten Diffusion (beliebiger L/d) sind wir im Rah-
men unserer Kooperation zu einer analytischen Losung der Autokorrelationsfunktion gelangt

(Herleitung s. Anhang 8.4):
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Abb. 61: Modell der begrenzten eindimensionalen Diffusion. (a) Ein fluoreszierendes Partikel be-
wegt sich zufillig innerhalb eines schmalen Kanals der Lange L, der von einem evaneszenten Feld mit
einer Eindringtiefe d beleuchtet wird. Dabei ist die Feldverteilung orthogonal zur Kanalachse homo-
gen, so dass sich die Intensitit bei einer Bewegung senkrecht zur Anregungsrichtung nicht édndert. Das
Molekiil kann den Kanal am Ende verlassen oder umkehren. (b) @ Fiir L = d bewegt sich das Molekiil
in einem flachen Intensitétsgradienten und die Autokorrelationsfunktion wird von der Dissoziation des
Molekiils bestimmt. @-® Der Intensitdtsgradient wird durch Verliangerung des Kanals steiler und
dadurch verldngert sich auch die Zeitspanne, in der sich das Molekiil zwar im Kanal, aber nicht in der
Eindringtiefe des evaneszenten Feldes bewegt. ® L = o entspricht der TIRFM-Anordnung.
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mit der Zeitdifferenz t und der mittleren, im Kanal gebundenen Teilchenzahl (N).

Bemerkenswerterweise werden durch die in Gleichung (14) dargestellte theoretische AKF
die numerischen Werte der Kanalldnge L und der mittleren Verweildauer tp bestimmt, ob-
wohl bei der nahfeldoptischen Fluoreszenzmessung nur ein Teil des Volumens beleuchtet
wurde.

Allerdings enthélt die experimentell iiber einer Kernpore ermittelte AKF nicht nur die In-
tensitéatsfluktuation innerhalb des Transportkanals, sondern auch die aus dem Spalt zwischen
der Kernmembran und dem Sondenplateau stammende Fluktuation, fiir die keine theoretische
AKEF existiert (Abb. 62). Um diese Komponenten zu beriicksichtigen, kann man in einem heu-
ristischen Ansatz die Fluktuationen im Spalt als Hintergrund betrachten und deren AKF durch
Fluoreszenzmessungen neben einer Kernpore experimentell bestimmen. Diese als BG(t) be-
zeichnete AKF wird anschlieend als eine Art Hintergrund-Korrelationsfunktion mit einem
unbekannten Gewichtungsfaktor in den Fit eingefiigt. Uber die Funktion

f(r)=A-G_p(r)+B-BG(r) (15)

kann so die Fluktuation innerhalb des Transportkanals anhand des Modells der begrenzten
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Abb. 62: Nahfeldoptische Fluoreszenzmessungen in freier Lésung und an einer Kernmembran.
(a) Die experimentell bestimmte AKF (rot) der FCS-Messung von Alexa Fluor® 633 in freier Losung
lasst mangels einer theoretischen AKF nicht anfitten. Gleichfalls existiert fiir die Bewegung im opti-
schen Nahfeld zwischen Sondenplateau und der parallel dazu angeordneten Kernmembran kein plau-
sibles Modell (blaue Kurve). Allerdings sind diese Bewegungen als eine Art Hintergrund auch in der
AKEF (griin) enthalten, die iiber einer Kernpore gemessen wurde. (b) Durch Subtraktion dieses soge-
nannten Hintergrunds kann die iiber dem NPC gemessene AKF mit der theoretischen AKF fiir be-
grenzte eindimensionale Diffusion angefittet werden. Dabei erhélt man neben der Diffusionskonstan-
ten innerhalb des Transportkanals (20 +1 pm?/s) eine mittlere Verweildauer am NPC von 3.6 £0.1 ms
(fixierter Parameter d =25 nm). Die Kanalldnge von 82 +1 nm deckt sich mit den Ergebnissen aus
elektronenmikroskopischen Aufnahmen. [Messung mit PD Dr. A. Naber und J. Pérez]
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eindimensionalen Diffusion analysiert werden. Bei einer gegebenen Eindringtiefe des evanes-
zenten Feldes von d = 25 nm wurde mittels der Funktion (15) die mittlere Verweildauer und
der Diffusionskoeffizient von Alexa Fluor® 633-markiertem Ntf2 innerhalb des Transportka-
nals angefittet, wobei fiir den Diffusionskoeffizienten 20 1 um*/s und die mittlere Verweil-
dauer 3.6 £0.1 ms errechnet wurden.

Wihrend die von Kubitscheck et al. (2005) gemessene Ntf2-Transportzeit von 5.8 £0.2 ms
die mittlere Verweildauer am Kernporenkomplex insgesamt umfasst, bezieht sich die nah-
feldoptisch gemessene mittlere Aufenthaltsdauer nur auf den Transportkanal. Auch die eben-
falls angefittete Kanallinge von 82 +1 nm ist in guter Ubereinstimmung mit den Ergebnissen

elektronenmikroskopischer Arbeiten (Akey & Radermacher, 1993; Stoffler et al., 2003).
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5 Diskussion

Die Untersuchung der Translokation von Proteinen durch den Kernporenkomplex erfor-
dert nicht nur ein hohes raumliches, sondern auch ein hohes zeitliches Auflésungsvermogen.
Die optische Rasternahfeldmikroskopie bietet eine exzellente Einzelmolekiildetektivitét, ge-
paart mit einer ebenso hohen lateralen wie axialen Auflésung. Das verhiltnisméBig kleine
Anregungsvolumen der nahfeldoptischen Sonde setzt dabei fluoreszent markierte Proteine im

mikromolaren Mafstab voraus.

5.1 XLef-1 reprimiert die eigene Expression in E. coli

In der vorliegenden Arbeit wurde die rekombinante Expression von XLef-1 wesentlich
verbessert und konnte in einem mittels Coomassiefarbung darstellbaren Mal3stab gezeigt wer-
den.

Da sich die geringe Expressionsrate von XLef-1 in E. coli weder mit den {iblichen Opti-
mierungsschritten noch durch den Einsatz speziell fiir die Expression eukaryotischer Proteine
geschaffener Bakterienstimme deutlich verbessern lieB3, stellte sich die Frage, ob nicht auch
ein anderer Effekt fiir die schwache Induktion verantwortlich sein konnte.

Als Losungsansitze wurden sowohl die kodierende XLef-1-Sequenz auf Lef-1-Bindungs-
elemente untersucht als auch das Potenzial der Chaperone zur Maskierung der basischen
HMG-Box analysiert. Dabei wurde die posttranslationale Stabilisierung des rekombinant
exprimierten XLef-1 durch die gemeinsame Expression mit bakteriellen Chaperonen aufgrund
der niedrigen Expressionsrate von XLef-1 verworfen, da sich der Einsatz bakterieller Chape-
rone hauptsichlich bei falsch gefalteten, in Einschlusskorperchen akkumulierten Zielproteinen
bewéhrt hat (Dr. Wayne A. Fenton, personliche Mitteilung). Statt dessen wurden mit Importin
o und B zwei eukaryotische Transportrezeptoren gewahlt, die auch in vivo als Chaperone fiir
Proteine mit einer positiven Nettoladung fungieren (Jakel et al., 2002).

Indes verbesserten bei der bakteriellen Koinduktion weder Importin § noch die Importine
a2 und a3 die Expression von XLef-1. Hierdurch ist allerdings dieser Losungsansatz nicht
widerlegt, da fiir diese Importine eine Interaktion mit XLef-1 bisher noch nicht gezeigt wurde.
Ferner besitzen alle Expressionsplasmide identische Selektionsmarker und teilweise auch den
gleichen Replikationsursprung, so dass die Amplifikation und Verteilung der Plasmide wih-
rend der Zellteilung nicht kontrolliert werden kann. Um diese Problematik zukiinftig zu um-
gehen, wire die Konstruktion eines tricistronischen Expressionsvektors optimal, in dem die
kodierenden Sequenzen von XLef-1, Importin ol und Importin B, durch ribosomale Bin-

dungsstellen getrennt, 3’ des Promoters angeordnet sind.
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Nachdem die HMG-Box durch Koexpression mit Importin o und 3 nicht zweifelsfrei als
Expressionshemmnis identifiziert werden konnte, wurde die kodierende Sequenz auf Homo-
logien zur Konsensussequenz der HMG-Box-Faktoren untersucht und ein potentielles Lef-1-
Bindungselement zwischen der 3-Catenin-Bindungsstelle und der HMG-Box entdeckt. Dieses
wurde in beiden XLef-1-Expressionsvektoren ohne Anderung der Aminosiuresequenz muta-
genisiert. Wihrend die Induktion von XLef-1 Mut pRSET in BL21 (DE3)-Zellen keine Ver-
besserung der Expression brachte, wurde das XLef-1 Mut pQE-30-Konstrukt im E. coli
Stamm M15 bereits nach zwei Stunden in einer mit Coomassie darstellbaren Intensitéit expri-
miert. Die immunologische Analyse dieser Induktion ergab zudem, dass durch Mutagenese
des putativen Lef-1-Bindungselements die Stirke der schneller migrierenden Banden zu
Gunsten des vollstindigen Fusionsproteins reduziert werden konnte.

Diese Ergebnisse zeigen, dass die heterologe Expression von XLef-1 durch eine negative
Autoregulation reprimiert wird. Ferner kann der Einsatz von Transportrezeptoren als Chape-
rone die rekombinante Expressionsrate steigern. Somit wurde erstmalig ein Weg beschrieben,
der die Expression von Lef/Tcf-Transkriptionsfaktoren im mikromolaren Mal3stab ermdglicht.

Folglich stehen prinzipiell neben B-Catenin auch Lef/Tcf-Transkriptionsfaktoren fiir

Transportmessungen zur Verfiigung.

5.2 Stabilitat der freistehenden Kernmembran

Die Grundlage fiir die Untersuchung des Kerntransports mittels nahfeldoptischer Fluores-
zenz-Korrelationsspektroskopie ist die planare Priparation der Kernmembran auf einem 16¢ch-
rigen Substrat. Vor der Messung wird die Dreiecksapertursonde unter Fliissigkeit der freitra-
genden Membran bis auf einige Nanometer ohne Kraftabstandskontrolle angenéhert. Zu Be-
ginn der vorliegenden Arbeit war nicht bekannt, ob die so préparierte Kernmembran den bei
der Anndherung und Fluoreszenzmessung auftretenden Kriften Stand halten oder dabei irre-
versibel geschiadigt werden wiirde.

Deshalb wurde die Stabilitit der Kernmembran sowohl durch die Abschitzung der auf die
freitragende Membran wirkenden Kraft als auch durch fluoreszenzmikroskopische Analysen
validiert. Zusidtzlich wurde im Rahmen dieser Arbeit erstmalig eine freistehende Kernmemb-
ran rasterkraftmikroskopisch unter Fliissigkeit charakterisiert.

Durch die Anndherung der TA-Sonde geridt die Kernmembran unter Zugspannung und
nimmt vermutlich eine konische Form an. Dabei reduziert sich aufgrund der elastischen Riick-
stellkraft der Kernmembran ihr Abstand zum Sondenplateau. Die Anndherung wird beendet,

sobald sich die Intensitét der Fluoreszenz oder die Aufldsung nicht mehr verbessern. Bei einer
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hochauflosenden Darstellung betrdgt der Abstand zwischen der Kernmembran und dem Son-
denplateau dann vermutlich weniger als 20 nm. Normalerweise befindet sich die Sondenspitze
dann ~0.3 pm unterhalb des Trograndes.

Bemerkenswerterweise bindet die Kernmembran dabei nicht irreversibel an die Sonde und
selbst Rasterungsgeschwindigkeiten von mehr als 4 pum/s verursachen keine im optischen
Mikroskop sichtbaren Zerstorungen. Es scheint, als ob das flache Sondenplateau wie ein
Schlittschuh auf einem diinnen Wasserfilm tliber die Kernmembran gleitet und dadurch nur
geringe Scherkrifte auftreten.

Dieser Abstand zwischen der Kernmembran und dem Sondenplateau konnte durch entro-
pische AbstoBungskrifte hervorgerufen werden. Eine freistehende Membran wird durch
thermische Anregung zur Eigenschwingung (Flickern) angeregt (Helfrich, 1973). Die Son-
denannédherung reduziert lokal die Schwingungsfreiheitsgrade der Kernmembran und die dar-
aus resultierende entropische AbstoBung iiberwiegt die van-der-Waals-Anziehung bei einem
Abstand von 10 nm, so dass dort die Kernmembran als stationdr angesehen werden kann
(Johnas, 2004). Dieser Umstand ist eine wichtige Voraussetzung fiir die Lokalisation eines
Molekiils mit nanoskalischer Genauigkeit.

Die Abschitzung der auf die Kernmembran wirkenden Kraft liefert einen vergleichsweise
geringen Wert. Durch Absenken der TA-Sonde werden zunédchst Auffaltungen aus der Memb-
ran entfernt. Driickt man die Sonde dariiber hinaus noch tiefer in die Kernmembran, so wirken
der weiteren Flachenzunahme intermolekulare Krifte in der Kernlamina ebenso wie in den
beiden Lipiddoppelschichten entgegen. Die Energiedichte pro Flache ist dabei gegeben durch

2
1 OA
— . Kp D 16
Jext 2 A(Aj (16)

mit dem Flachenkompressionsmodul K, und der Fliche A (Sackmann, 1995). Unter der An-
nahme, dass die Membran mit dem Radius R im Ausgangszustand eben sei und unter dem
Druck der Sonde einen Konus der Hohe z bildet, kann man bei Vernachlédssigung der Biege-

kréfte an der Sondenspitze die Riickstellkraft Fp zwischen der Membran und der Sonde durch

Fp =—88—V;’=—§- KA -;—32 (z«R) (17)
berechnen, wobei W = g - A die Spannungsenergie darstellt. Fiir eine freistehende Kern-
membran mit dem Radius R =10 pum, einer Konushdhe von z= 0.3 pum und Kx =1 N/m be-
tragt die AbstoBungskraft Fp ~0.4 nN. Unterhalb des Sondenplateaus mit einer Kantenldnge

von ~0.7 um befinden sich bei einer mittleren Kernporendichte von 18 NPCs/um’ etwa vier
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Kernporen, so dass bei der Abbildung der nukleoplasmatischen Seite auf jedem Kernkorb ein
Druck von etwa 0.1 nN lastet. Im Vergleich dazu hielt der 70 nm hohe Kernkorb bei raster-
kraftmikroskopischen Aufnahmen schon zehnfach groferen Kréiften von ~1nN Stand
(Stoffler et al., 1999b).

Neben der theoretischen Abschitzung der auf die freistethende Kernmembran wirkenden
Kraft ist die optische Beurteilung der Giite potentieller Messstellen von besonderer prakti-
scher Bedeutung fiir die anschlieBende nahfeldoptische Messung. Dabei wurden straff ge-
spannte Membranstiicke bevorzugt und stark durchhidngende bzw. am Trogboden aufliegende
Membranen wegen offensichtlicher Beschadigung ausgeschlossen.

Indes sind die nach oben gewolbten Membranstiicke ein Zeichen zu geringer Dehnung. In-
folge der Préparation des Zellkerns in einer BSA-haltigen Pufferlosung wird das Rinderse-
rumalbumin, das nur sehr langsam durch die Kernpore diffundiert, im Trog eingeschlossen.
Der anschlieBende Austausch der BSA-haltigen gegen eine BSA-freie Pufferlosung bewirkt
einen osmotischen Gradienten, durch den die nicht ausreichend vorgespannte Membran nach
oben gewolbt wird.

Die Dehnung der vermessenen Kernmembran wurde auch durch Analysen der Kernpo-
rendichte bestdtigt. Wéhrend kraftmikroskopische Untersuchungen der freitragenden Kern-
membran eine Reduktion der Kernporendichte um 20% gegeniiber der von Schlune et al.
(2006) gemessenen zeigten, lag die nahfeldoptisch bestimmte Porendichte 33% bzw. 39%
unterhalb des publizierten Wertes fiir ungeschwollene Zellkerne aus Xenopus laevis Oozyten
dieses Entwicklungsstadiums (Schlune et al., 2006). In somatischen Zellen kann durch An-
schwellen die Oberfliche des Zellkerns um mindestens 70% reversibel vergroflert werden,
wodurch die Kernporendichte um 40% abnimmt (Dahl et al., 2005).

Die Kernmembran unterscheidet sich in ihrer Zusammensetzung von anderen zelluldren
Membranen durch einen hoheren Proteinanteil. Thre Masse setzt sich aus 20-35% Lipiden und
60-75% Proteinen zusammen (Franke et al., 1970; Khandwala & Kasper, 1971). Ungeachtet
dessen besitzt die Kernmembran die Fluiditit einer Lipiddoppelschicht und ist iiber das ER
mit dem intrazelluldren Membransystem verbunden (Rowat et al., 2008). Demgegeniiber zei-
gen die Proteine der Kernpore und der Lamina das Verhalten eines kontinuierlichen zweidi-
mensionalen Netzwerks. Dabei weisen Mikroaspirationsexperimente darauf hin, dass die
Dehnung der Kernmembran keine Auswirkung auf den Kernporendurchmesser hat, sondern
eine Streckung der inhomogenen Kernlamina bewirkt (Rowat et al., 2005).

Lamine besitzen im Gegensatz zu Aktinfilamenten und Mikrotubuli eine ungewdhnliche

Dehnbarkeit. Kraftmikroskopische Studien zeigen, dass ein anderes, aus Desmin bestehendes



5 Diskussion 133

Intermedidrfilament 1-2 nN standhélt, bevor es, 3.5fach gestreckt, bei einer Zugspannung von
250% bricht (Herrmann et al., 2007). Bei der Kernlamina entscheidet auch die Zusammenset-
zung iiber ihre Dehnbarkeit. Der nur Lamin B enthaltende Stammzellkern ist doppelt so dehn-
bar wie der Nukleus einer Fibroblastenzelle, die auch A- und C-Typ-Lamine exprimiert
(Pajerowski et al., 2007). Die Dehnbarkeit der in unseren Experimenten eingesetzten Kern-
membranen aus Xenopus laevis Oozyten liegt dazwischen.

Im optischen Mikroskop wird die Golfball-dhnliche Struktur des ungeschwollenen Oozy-
ten-Zellkerns sichtbar. Durch Anschwellen des Kerns in der leicht hypoosmotischen BSA-
haltigen Pufferlosung entfaltet sich die Lamina aus ihrem komprimierten Zustand und geht in
ein flaches, orthogonales Netzwerk iiber, wie es bereits auf elektronenmikroskopischen Dar-
stellungen sichtbar gemacht wurde (Aebi et al., 1986; Dahl et al., 2004).

Dieser Prozess stellt die kritische GroB3e bei der Membranpriparation dar. Wihrend eine
weitgehend unentfaltete Lamina durch tiefes Eindriicken der nahfeldoptischen Sonde in die
Kernmembran nachgespannt werden muss, kann ein zu starkes Anschwellen Risse verursa-
chen und die Kernmembran irreversibel schidigen.

Mit der optischen Validierung der Giite potentieller Messstellen wurde in dieser Arbeit ein
Werkzeug geschaffen, das eine effiziente Charakterisierung der Kernmembranpriaparation
ermdglicht und die Auswahl der zu vermessenden freitragenden Membranstiicke beschleu-

nigt.

5.3 Nahfeldoptische Darstellung der freistehenden Kernmembran

Nahfeldoptische Fluoreszenzmessungen an freistehenden Kernmembranen in Fliissigkeit
konnten erstmalig im Rahmen dieses Projekts erfolgreich verwirklicht werden. Dabei bestand
die Herausforderung nicht nur in der hochauflésenden Darstellung der Kernporenkomplexe,
sondern auch in der Stabilisierung der nahfeldoptischen Sonde, die durch die Messung in
Fliissigkeit notwendig wurden. Die auf die Nahfeldsonde wirkenden Kapillarkrifte verursach-
ten ebenso wie die sich aufgrund der Verdunstung dndernde Oberflichenspannung axiale und
laterale Driften. Die bei den Messungen gewonnenen Erfahrungen fiithrten zu einer stetigen
Verbesserung der Sondenstabilitit und fiihrten zu einer neuartigen Konstruktion der Dreieck-
sapertursonde fiir optimale SNOM-Messungen in Fliissigkeit (Pérez, 2008).

Die ersten Messungen an der nukleoplasmatischen Seite der Kernmembran zeigten, dass
der Kernporenkomplex und insbesondere der Kernkorb nicht hochaufgeldst dargestellt wer-
den konnte. Deshalb lag die Vermutung nahe, dass die Anndherung der TA-Sonde an den

Kernkorb durch Reste der Kernmatrix behindert wurde.
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Auf elektronenmikroskopischen Aufnahmen der inneren Kernmembran von Xenopus lae-
vis Oozyten sind vom Kernkorb ins Kerninnere projizierende Filamente zu sehen (Ris & Ma-
lecki, 1993; Ris, 1997). Von jedem distalen Ring gehen acht solcher 6 nm starken Filamente
aus, die ein hohles, zylindrisches Kabel bilden und sich etwas tiefer im Kern zu einem ver-
zweigten System vereinigen. Immunfluoreszenzaufnahmen und biochemische Untersuchun-
gen bestitigen die Existenz eines stabilisierenden Aktin-Netzwerks im Nukleus der Xenopus
laevis Oozyten (Bohnsack et al., 2006). In diesen Zellen ist die Aktin-Konzentration im Kern
dreimal groBer als die zytoplasmatische, wobei sich der Anteil diffusiver Aktin-Molekiile in
den beiden Kompartimenten nicht wesentlich unterscheidet (Paine, 1984). Insoweit verwun-
dert es nicht, dass auch Aktin-bindende Proteine wie beispielsweise das Protein 4.1 im Nuk-
leus entdeckt wurden (Gruenbaum et al., 2005). Ferner bindet Emerin in vitro das (-)-Ende
von F-Aktin und stabilisiert so moglicherweise das intranukledre Aktin-Netzwerk (Holaska et
al., 2004).

Inwieweit Aktin tatsdchlich die Anndherung der TA-Sonde behinderte, wurde mittels o.-
Aktin-Antikorper untersucht. Dazu wurden immunfluoreszent markierte Aktinfilamente erst-
malig nahfeldoptisch dargestellt und als potentielles Hindernis identifiziert. Wahrend in eini-
ger Entfernung nur wenige Fluorophore nahfeldoptisch angeregt wurden, steigerte sich die
Anzahl der detektierten af-Aktin-Antikorper durch eine weitere Anndherung der Sonde. Die
punktformige Darstellung der Aktinfilamente kann sowohl durch die rdumliche Anordnung
als auch durch die von Aktin-bindenden Proteinen verursachte begrenzte Zuganglichkeit des
N-terminalen Epitops hervorgerufen worden sein.

Da bei nahfeldoptischen Messungen die Sonde die Probe sowohl von links nach rechts als
auch in umgekehrter Richtung rastert, kann durch den Vergleich beider Aufnahmen bei be-
kannten Sondeneigenschaften und thermischer Drift die Beweglichkeit analysiert werden.
Diese Untersuchung erhértete zusdtzlich die Vorstellung eines auf der nukleoplasmatischen
Seite der Kernmembran aufliegenden Aktin-Netzwerks. Das komprimierte Aktingeflecht wies
trotz einer hohen Rasterungsgeschwindigkeit eine um 50% hohere Beweglichkeit als der
distale Ring des Kernkorbs auf.

Dadurch entstand die Vorstellung, dass infolge des préparationsbedingten Anschwellens
des riesigen Oozytenkerns das Aktin-Netzwerk in der Kernperipherie unkontrolliert abreif3t,
wobei die Hohe des an der nukleoplasmatischen Seite verbleibenden Aktin-Netzwerks nicht
regulierbar ist. Deshalb wurde versucht, die Aktinfilamente fiir hochaufgeloste Darstellungen
durch temperaturbedingte Depolymerisation (Pokorna et al., 2004) weitgehend zu entfernen.

Zusitzlich wurde das Priparat vor der nahfeldoptischen Messung mit einer 0.05% (v/v)
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Tween20 enthaltenden Pufferlosung gespiilt. Diese Tween20 Konzentration liegt weit unter
dem fiir den Kernkorb kritischen Wert von 1.3% (v/v) (Prof. Dr. Volker Cordes, persoénliche
Mitteilung). Tatséchlich konnten dadurch die Kernporenkomplexe hochaufgelost dargestellt
werden.

Durch die im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrte kraftmikroskopische Analyse konnte
ausgeschlossen werden, dass diese Behandlung die Hohe des Kernkorbs verdndert. Die iiber
dem Substrat ermittelte Hohe ist ebenso wie die im freitragenden Membranabschnitt gemes-
sene in guter Ubereinstimmung mit dem an nicht-freitragenden Membranen gemessenen Wert
von 70 nm (Stoffler et al., 1999b).

Das 267 kDa grof3e Tpr-Molekiil stellt die formgebende Komponente des Kernkorbs dar.
Die Filamente des Kernkorbs bestehen aus Coiled-Coil-Tpr-Homodimeren oder -Oligomeren,
die am nukleoplasmatischen Ring eine Kehre machen und durch Interaktion mit dem N-
Terminus von Nup153 dort verankert werden (Fahrenkrog et al., 2002; Krull et al., 2004). Der
hydrophile C-Terminus von Tpr liegt dem distalen Ring auf und bildet eine Art 20 nm hohe
Kuppel, die zusammen mit den 50 nm langen nukleoplasmatischen Filamenten die insgesamt
70 nm groBBe Struktur ergeben (Prof. Dr. Volker Cordes, personliche Mitteilung). Wahrend die
Filamente aufgrund ihrer reusenartigen Anordnung eine begrenzte Flexibilitit besitzen und
durch eine Kéltebehandlung in ihrer Stabilitdt nicht beeintrachtigt werden, kann der hydrophi-
le C-Terminus durchaus zur Seite geschoben werden und beispielsweise in das Lumen des
Kernkorbs fallen. Ob allerdings dieser Teil vom Tpr-Molekiil zu den anfanglichen Schwierig-
keiten bei der Anndherung beitrug, konnte aufgrund fehlender peptidspezifischer Antikorper
nicht geklart werden.

Um die Leistungsfihigkeit des nahfeldoptischen Mikroskops zu zeigen, wurden mit dem
pan-NPC-Marker mAb414 gefirbte Kernmembranen freistehend abgebildet. Die nahfeldopti-
schen Darstellungen der nukleoplasmatischen Seite wiesen Kernporendichten leicht ge-
schwollener Kerne auf.

Die Halbwertsbreite der mAb414-markierten Strukturen von 65-110 nm stimmte mit der
rasterkraftmikroskopisch gemessenen lateralen Ausdehnung des Kernkorbs iiberein (Stoffler
et al., 1999b). Da das Auflosungsvermogen der eingesetzten TA-Sonden bereits frither auf 30-
40 nm bestimmt wurde (Molenda et al., 2005), spiegelten die Fluoreszenzpunkte die laterale
Ausdehnung des Kernkorbs wider und waren nicht auflosungsbegrenzt. Bedenkt man, dass
die mAb414-Antikorper gegen die Nup62-Komplexe gerichtet sind und dass diese sich in der
FG-Schicht des zentralen Rings befinden, so wiirde man aufgrund des Abstands von iiber

100 nm zur Sondenapertur eine deutlich niedrigere Auflosung und ein schlechteres Signal-
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Rausch-Verhiltnis erwarten. Da der mAb414 jedoch auch mit anderen FG-Nukleoporinen
kreuzreagiert (Walther et al., 2001) und die FG-Nukleoporine Nup153 und Nup98 am Kern-
korb lokalisiert sind (Frosst et al., 2002), lag die Vermutung nahe, dass nur die am Kernkorb
gebundenen Antikorper dargestellt wurden. In diesem Fall sollte die Darstellung einer mit
mAb414 und aNup153-Z zweifach markierten Kernmembran eine nahezu identische Auflo-
sung fiir beide Antikorper aufweisen. In der Tat besalen beiden Abbildungen eine dhnliche
Auflosung und ein dhnliches Signal-Rausch-Verhéltnis, auch wenn sich lokal die Fluores-
zenzintensitdt einiger Kernporen unterschied.

Auch die Halbwertsbreite der Strukturen, die mit dem gegen den flexiblen C-Terminus
von Nupl53 gerichteten Antikdrper aNupl153-C2 markiert wurden, stimmte mit der von
mAb414- oder aNup153-Z-markierten Epitopen iiberein.

Infolge dieser Messergebnisse wurde in enger Kooperation mit der Arbeitsgruppe von PD
Dr. Andreas Naber die Kernmembranpriparation ebenso wie das bestehende nahfeldoptische
Mikroskop weiterentwickelt und ein stabiles System geschaffen, das hochauflésende Darstel-
lungen der Kernmembran in Fliissigkeit ebenso wie positionsgenaue Fluoreszenzmessungen

an Kernporenkomplexen mit einer minimalen Drift gestattet.

5.4 Untersuchung des Kerntransports mittels nahfeldoptischer FCS

Fluoreszenz-Korrelationsspektroskopie (FCS) basiert auf der Analyse von Intensitétsfluk-
tuationen fluoreszierender Molekiile, die das Detektionsvolumen betreten und es wieder ver-
lassen. Aus diesen Intensitdtsinderungen wird die experimentelle Autokorrelationsfunktion
(AKF) berechnet, die mit einer auf einem theoretischen Modell beruhenden AKF angefittet
wird. Dabei entscheidet letztendlich die Qualitdt des Modells tiber die Aussagekraft der Fitpa-
rameter.

Zusitzlich ist die Homogenitit des Systems ebenso wie das thermische Gleichgewicht ei-
ne wichtige Voraussetzung fiir FCS-Messungen. Diese konnen sowohl durch die Messung
unter definierten Bedingungen als auch durch die Reduktion des Detektionsvolumens erreicht
werden. Deshalb sind auf konfokaler Mikroskopie basierende FCS-Messungen innerhalb sub-
strukturreicher Zellen schwierig zu interpretieren.

Die hohe Kernporendichte der Xenopus laevis Oozyten fiihrt dazu, dass sich im fokussier-
ten Laserstrahl sieben NPCs befinden, wodurch die Auswertung der experimentell bestimm-
ten Autokorrelationsfunktion wesentlich komplizierter wird. Deshalb wurde die auf konfoka-
ler Mikroskopie basierende FCS lediglich zur Einstellung der Ntf2-Konzentration auf im Mit-

tel ein Molekiil pro Kernpore eingesetzt.
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Im Gegensatz zum beugungsbegrenzten Strahl illuminiert das evaneszente Feld der TA-
Sonde ausschlieBlich den Kernkorb einer Kernpore. Ferner ermdglicht die partielle nahfeldop-
tische Beleuchtung des Kernporenkomplexes Translokationsstudien mittels FCS, da dadurch
an den Transportkanal assoziierende oder davon dissoziierende Molekiile beobachtet werden
konnen. Die Zeitspur des Intensititssignals nahfeldoptischer Fluoreszenzmessungen oberhalb
einer Kernpore zeigte bei hoherer zeitlicher Auflosung Fluktuationen variierender Intensitét in
unregelméfigen Intervallen an. Somit konnen diese aufeinanderfolgenden Fluktuationen als
ein einzelnes, sich zufdllig im evaneszenten Feld am Kernkorb bewegendes Ntf2-Molekiil
interpretiert werden, das bis zu seiner Dissoziation an der zytoplasmatischen oder nukle-
oplasmatischen Seite immer wieder mit Unterbrechungen angeregt wird.

Fiir die quantitative Auswertung dieser Messdaten wurde eine theoretische Autokorrelati-
onsfunktion gesucht. Wahrend fiir das bei der Totalreflektion entstehende optische Nahfeld
schon seit langem theoretische AKF bekannt sind (Thompson et al., 1981; Ries et al., 2008),
existiert aufgrund der komplexen Feldverteilung einer Dreiecksapertursonde (Molenda et al.,
2005) kein einfaches analytisches Modell, das zur Herleitung der theoretischen AKF einer
TA-Sonde herangezogen werden konnte.

Im Gegensatz dazu lieB sich die Bewegung innerhalb des zentralen Kanals der Kernpore
relativ einfach modellieren und eine theoretische AKF fiir die begrenzte eindimensionale Be-
wegung im optischen Nahfeld herleiten. Indes setzte sich die experimentell oberhalb eines
NPC bestimmte AKF aus zwei miteinander verbundenen Komponenten zusammen. Das fluo-
reszierende Molekiil bindet mit einer gewissen Wahrscheinlichkeit am Transportkanal und
verschwindet darin oder es diffundiert alternativ im Raum zwischen der Kernmembran und
dem Sondenplateau, wobei sich diese Bewegung auch wieder in eine laterale und eine axiale
Komponente aufspalten ldsst.

Um diese multiplikativ verbundenen Komponenten formal korrekt voneinander zu tren-
nen, miisste man zunéchst die axiale und die laterale Fluktuation im Zwischenraum aufldsen
und anschlieBend mit Hilfe der Daten der lateralen Zwischenraum-Diffusion die oberhalb der
Kernpore ermittelte AKF anfitten.

Diese Vorgehensweise ist aufgrund der fehlenden theoretischen AKF fiir das optische
Nahfeld einer TA-Sonde nicht moglich. Deshalb wurde ein heuristischer Ansatz gewéhlt, in
dem die neben einer Pore bestimmte AKF mit einem unbekannten Gewichtungsfaktor additiv
in den Fit der oberhalb einer Kernpore ermittelten AKF eingefiigt wurde. Damit musste nur

ein zusdtzlicher Parameter in den Fit eingefiigt werden.
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Trotz der Vereinfachung liberzeugt das Fit-Resultat in zweierlei Hinsicht. Erstens liegt die
so ermittelte Kanalldnge mit 82 nm zwischen den elektronenmikroskopisch bestimmten Wer-
ten fiir den zentralen Transportkanal von 62 nm (Akey & Radermacher, 1993) und 90 nm
(Stoffler et al., 2003). Und zweitens ist die mittlere Aufenthaltsdauer im Transportkanal mit
3.6 ms kleiner als die von Kubitscheck et al. (2005) videomikroskopisch gemessene Gesamt-
verweildauer von Ntf2 am NPC (5.8 ms).

Dabei hat der videomikroskopische Ansatz, bei dem die Lokalisation einzelner fluoreszent
markierter Proteine durch in schneller Folge aufgenommene Bilder bestimmt wird, zwei
Nachteile im Vergleich zum SNOM-FCS-Ansatz. Erstens beschrinkt die Geschwindigkeit der
Digitalkamera die zeitliche Auflosung auf wenige Millisekunden und zweitens beeintrachti-
gen die Drift oder Membranflickern die Lokalisationsgenauigkeit. Im Gegensatz dazu reicht
die zeitliche Auflésung des im Rahmen dieser Arbeit eingesetzten nahfeldoptischen FCS-
Aufbaus bis in den Mikrosekundenbereich hinunter und der Abstand zwischen Kernmembran
und TA-Sonde stellt sich infolge der Membranspannung und der Sondenposition automatisch
ein.

Die Konzentration der Fluorophore wird bei Einzelmolekiilmessungen so gewéhlt, dass
sich im Mittel nur ein fluoreszierendes Molekiil im Detektionsvolumen aufhélt. Aufgrund des
GroBenunterschieds zwischen dem nahfeldoptischen und dem konfokalen Anregungsvolumen
lag die Konzentration der fluoreszent markierten Proteine in unserem Ansatz mit 10 nM um
zwei Groflenordnungen hoéher als bei den mittels Digitonin permeabilisierten HeLa-Zellen
(Yang et al., 2004; Kubitscheck et al., 2005) oder nach Mikroinjektion (Yang & Musser,
2006) durchgefiihrten Kerntransportmessungen.

Die Ntf2-Konzentration innerhalb der Zelle ist indes deutlich hoher und betrdgt in HeLa-
Zellen ebenso wie im Rattenleberzellhomogenat im Mittel 2 uM. Infolge der inhomogenen
Verteilung und der bevorzugten Lokalisation an der Kernhiille steigt die Ntf2-Konzentration
an der Kernmembran auf etwa 20 uM an (Chaillan-Huntington et al., 2000).

Die bei hoheren Konzentrationen bestimmte Ntf2-Transportkinetik stimmt weitgehend mit
den Resultaten der Einzelmolekiilmessungen {iberein. So wurden bei einem Konzentrations-
gradienten von 0 pM nukleoplasmatischem und 100 uM zytoplasmatischem Ntf2 in permea-
bilisierten Zellen Transportraten von 2 500 Translokationen pro NPC und Sekunde gemessen
(Ribbeck & Gorlich, 2001). Bei einer Konzentrationsdifferenz von 0 uM im Nukleus und
15 uM im Zytoplasma waren es an Kernmembranen aus Xenopus laevis Oozyten etwa 1 500

Translokation pro NPC und Sekunde (Siebrasse & Peters, 2002). Auf einen Konzentrations-
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gradienten von 1 uM bezogen, entsprichen diese Ergebnisse 250 bzw. 100 Ntf2-Molekiilen
pro NPC und Sekunde.

Ntf2 interagiert als Importrezeptor von RanGDP mit FG-Nukleoporinen des Kernporen-
komplexes. Mittels kristallographischer Untersuchungen und durch dynamische Simulationen
von Molekiilinteraktionen wurden auf der Ntf2-Oberfliche sechs, in einem Streifen angeord-
nete Bindungsstellen fiir FG-Domidnen entdeckt (Bayliss et al., 2002; Cushman et al., 2004;
Isgro & Schulten, 2007). Dabei wird eine Bindungsstelle von RanGDP maskiert und die Affi-
nitdt zweier weiterer Bindungsstellen zu FG-Nukleoporinen moglicherweise durch gebunde-
nes RanGDP verédndert, so dass die Simulationsresultate von Isgro und Schulten (2008) die
Vorstellung von unterschiedlichen Routen durch den Kernporenkomplex untermauern.

Die Anordnung der Bindungsstellen in einem regelméfBigen Abstand von 1-1.5 nm ist mit
den wesentlichen Transportmodellen, dem Modell des virtuellen Tores, dem Affinititsgra-
dienten-Modell, dem Modell der dligen Spaghetti, dem Modell des hydrophoben Gels und
dem Modell des reversiblen nanomechanischen Kollapses, vereinbar. Auch die nahfeldoptisch
bestimmte Translokationszeit von Ntf2 ist in Einklang mit diesen Modellen. Der ebenfalls
ermittelte Diffusionskoeffizient D =20 um?/s hingegen unterscheidet sich deutlich von dem
im synthetischen Hydrogel bestimmten Ntf2-Diffusionskoeffizienten D ~ 0.1-0.5 pm?/s (Frey
& Gorlich, 2007). Dieses hydrophobe Gel wurde aus den FG-Doménen von yNsp1 hergestellt

und spiegelt dadurch nicht die reale Situation innerhalb der Kernpore wider.

Am Beispiel des Transportrezeptors Ntf2 wurde die Funktionalitdt unseres nahfeldopti-
schen FCS-Autfbaus validiert, der nun fiir weitere Translokationsstudien zur Verfiigung steht.

Mit diesem Werkzeug konnte die Translokationsdynamik unterschiedlicher Transport-
rezeptoren und Transportrezeptor-Kargo-Komplexe untersucht und dabei die Arbeits-
hypothese einer Bahnung des Transportweges infolge erhohter Konzentration der Annahme
einer Sattigung der Bindungsstellen innerhalb des Kernporenkomplexes gegeniibergestellt
werden.

Dartiber hinaus besteht nun die Mdglichkeit, die Methode nach der Weiterentwicklung zur
Zwei-Kanal-Kreuzkorrelationsspektroskopie auch zur Untersuchung der verschiedenen
Transportwege innerhalb der Kernpore einzusetzen und beispielweise die Translokation von

unterschiedlich fluoreszent markiertem Importin B und -Catenin parallel zu analysieren.
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6 Zusammenfassung

Durch die erstmalige Kombination von nahfeldoptischer Fluoreszenzmikroskopie und
Fluoreszenz-Korrelationsspektroskopie wurde im Rahmen der vorliegenden Arbeit ein leis-
tungsstarkes Werkzeug zur Untersuchung von hochaufgelosten Einzelmolekiilbewegungen
geschaffen.

Zur Analyse der Translokation wurden rekombinant exprimierte Proteine chroma-
tographisch gereinigt und in vitro auf ihre Funktionalitdt getestet. Ferner wurde eigenstindig
eine neue Strategie fiir die Expression der Lef/Tcf-Transkriptionsfaktoren im mikromolaren
Malistab entwickelt, die es ermdglicht, die Bindung dieser Proteine an Transportrezeptoren
und deren Translokation zu untersuchen.

Die Kernmembran aus Xenopus laevis Oozyten wurde freitragend prépariert und erstmalig
sowohl kraftmikroskopisch als auch nahfeldoptisch in Fliissigkeit charakterisiert. Dazu wurde
in enger Kooperation mit der Arbeitsgruppe von PD Dr. Andreas Naber das bestehende raster-
nahfeldoptische Mikroskop zu einem stabilen System fiir positionsgenaue Fluoreszenzmes-
sungen unter Fliissigkeit weiterentwickelt. Die begrenzte Eindringtiefe des evaneszenten Fel-
des erforderte die Herleitung einer theoretischen Autokorrelationsfunktion fiir die begrenzte
eindimensionale Diffusion. Dadurch konnte nicht nur der Diffusionskoeffizient von Ntf2
(D =20 pm?*/s) im Transportkanal, sondern auch die Translokationszeit von Ntf2 auf 3.6 +0.1
ms bestimmt werden.

Insgesamt kann festgehalten werden, dass im Rahmen dieser Arbeit erstmalig eine sowohl
zeitlich als auch rdumlich hochauflosende Methode zur Analyse der Translokation durch den
Transportkanal des Kernporenkomplexes entwickelt wurde, die ein Fundament fiir die weiter-

gehende Erforschung von Diffusionsprozessen auf nanoskalischer Ebene darstellt.
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8 Anhang

8.1 Aminosauresequenz der klonierten Expressionskonstrukte

Die aus den Expressionsvektoren stammenden Sequenzen (griin) sind unterschiedlich
lang. Bei dem Vektor pRSET schlie8t sich C-terminal des Polyhistidin-tags eine das Trans-
kript stabilisierende Sequenz aus dem Gen 10 des Phagen T7 (MASMTGGQQM) und das
Xpress™-Epitop (DLYDDDDK) mit der Enterokinase-Erkennungssequenz an. Danach folgt
die B-Catenin-Bindungsstelle (blau). Das Konstrukt XLef-1 in pRSET besitzt eine Punktmuta-
tion (rot; G47R) ebenso wie das XTcf-1 Fusionsprotein (M225T). Die Kernlokali-
sationssequenz (pink) befindet sich C-terminal der HMG-Box (orange). Am C-Terminus
wurde bei jedem Konstrukt mittels Klonierungsprimer eine kurze Sequenz (violett) mit einem
terminalen Cystein eingefiigt. Die Arginine, die in E. coli durch eine seltene tRNA translatiert

werden, sind durch einen Unterstrich markiert (Codon aag).

XLef-1in pRSET

1
61
121
181
241
301
361

MRGSHHHHHH
TDEMIPFKDE
YHEKSREHPE
VPVVQPSHAV
GSVGQMTPPL
KEQEPKRPHI
ELARKERQLH

XLef-1in pQE-30

1
61
121
181
241
301
361

MRGSHHHHHH
I SNPEEEGDL
SKGPSYTGYP
EHFAPGVHPS
PGPHATGIPH
KEVRANVVAE
NYGKKKKRKR

XTcf-1in pQE-30

1
61
121
181
241
301
361

MRGSHHHHHH
DLKSSLVNES
YPGYPFLMLS
QKQGVHRPSQ
NKDMD 1 YERN
ILGGRWHALS
SPKKCRARFG

415aa

GMASMTGGQQ
GDPQKEKIYA
DAGKHPDGGL
HPLTPLITYS
GWYPHHMVSG
KKPLNAFMLY
MQLYPGWSAR

MGRDLYDDDD
EISNPEEEGD
YSKGPSYTGY
DEHFAPGVHP
PPGPHATGIP
MKEVRANVVA
DNYGKKKKRK

39%4aa

GSACELGTMP
ADIKSSLVNE
SY IMMPNMNN
HIPSDINTKQ
PATVNPQVKQ
CTLKESAAIN
EKLQESTSGA

QLSGAGGGNG
TEIIPSSNSH
EPYMSNGSLS
GMHRHPQAPD
EHSHNDHDLM
QILGRRWHAL
GPPRMTAAY1

385aa

GSACELGTMP
EVASHPRVPE
DPYLSNGSVS
TPDVPTFYPL
MKQHSEPKRE
REEQSKYYEL
LNQQTDWCGP

QMNSAGEDDL
THPEAIRRAQ
ALSNKVPVVQ
PSGGVGQISP
KEPKKPAIKK
ARKERQLHMQ
CRASC

KDRWGSELEM
LADIKSSLVN
PSY IMMPNMN
SHIPSDINTK
HPATVNPQVK
ECTLKESAAI
REKLQESTSG

GGGDPELCAT
E1SRRRLDSY
PPIPRTSNKV
LPTFYPMSPG
HMKPHHEQRK
SREDQAKYYE
RGSC

GASDEMISFK
DVQLVYQDKF
PSHGVHPLIP
SMGWFPHPLM
PLNAFMLYMK
L YPGWSARDN

PQLSGARGGN
ETEIIPSSNS
NEPYMSNGSL
QGMHRHPQAP
QEHSHNDHDL
NQ I LGRRWHA
AGPPRMTAAY

DEMIPFKDEG
HEKSREHPED
PVVQPSHAVH
SVGQMTPPLG
EQEPKRPHIK
LARKERQLHM

DEGDQEEKIR
SAHMEDG I KH
YNSESFSHGS
LSPSTHTTGI
EMRANVIAEC
YGKRKRRTRE

GGGGDPELCA
HEISRRRLDS
SPPIPRTSNK
DLPTFYPMSP
MHMKPHHEQR
LSREDQAKYY
IRGSC

DPQKEK I YAE
AGKHPDGGLY
PLTPLITYSD
WYPHHMVSGP
KPLNAFMLYM
QLYPGWSARD

ENGFTERDLA
QDEGMYKGSG
HSPHLPVDLN
PHPAI IPHSG
TLKESAAINQ
KHQDSSSDPG
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8.2 Weitere Informationen zu den exprimierten Konstrukten

Die folgende tabellarische Zusammenstellung enthilt wissenswerte Angaben fiir die Ex-

pression und Aufreinigung der Fusionsproteine.

Tab. 14: Zusammenstellung einiger Parameter der exprimierten Proteine. Neben der Aminosau-
renzahl (# aa) und dem Molekulargewicht sind auch der isoelektrische Punkt (pl) und die Anzahl der
Cysteine (C), Tyrosine (Y) bzw. Tryptophane (W), aufgelistet. Der molare Extinktionskoeffizient
(Ext.koeffizient) wurde nach Gleichung (1) unter reduzierenden Bedingungen mit Hilfe von Expasy
Protparam berechnet (http://us.expasy.org/tools/protparam.html). Fiir GST-Fusionsproteine sind auch
die aus einer enzymatischen Spaltung hervorgegangenen Proteine aufgefiihrt.

Molekular- Ext.koeffizient
Name #aa gewicht[Da] pl Mlem?] #C #W #Y
GNG 514 58 686 6.46 64 750 6 5 25
GST-B-Catenin 1015 112 687 5.60 106 690 15 11 31
B-Catenin 791 86 539 5.48 63 830 11 7 17
GST-Ntf-2 357 41135 5.68 63 830 7 7 17
Ntf-2 133 14 987 5.10 20970 3 3 3
GST-Ran 441 50 584 6.48 71 280 7 7 22
Ran 217 24 436 7.17 28 420 3 3 8
Importin a2 537 58933 5.75 47 440 6 7 6
Importin o3 531 59 097 5.05 41 940 9 6 6
Importin 1 886 98 358 4.78 78 270 23 8 23
XLef-1Cys pQE-30 394 43 976 7.21 40 340 4 3 16
XLef-1Cys pRSET 415 46 603 6.77 47 330 4 17
XTctf-1Cys pQE-30 385 43 407 7.76 41370 6 4 13

8.3 Filmaufnahmen der Dreiecksapertursonde und einer freistehenden Kernmembran

Die drei Filme auf der beiliegenden CD zeigen die nukleoplasmatische Seite einer freiste-
henden, mit dem lipophilen Fluoreszenzfarbstoff Dil markierten Kernmembran in der Fokus-
ebene, die wihrend der Aufnahmen nicht verdndert wurde. Fiir die Analyse der Membran-
Sonden-Interaktionen wurde sowohl die Dreiecksapertursonde in axialer Richtung als auch

das Préparat lateral bewegt.
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1-Sondenbewegung_axial.avi Die Dreiecksapertursonde néhert sich der im Fokus be-
findlichen freistehenden Kernmembran an. Die Apertur wird in der Bildmitte als weilles
Dreieck sichtbar und die Sonde driickt noch einige Hundert Nanometer in die Membran
hinein. Anschliefend wird die Sonde zuriickgezogen und nimmt die Membran mit. Nach
Ablosung von der Sonde kehrt die Kernmembran unversehrt wieder in die Fokusebene zu-

riick. [in Kooperation mit PD Dr. A. Naber und N. Neuberth]

2-Sondenbewegung_lateral.avi Die freistehende Kernmembran wird nach Anndherung
der Dreiecksapertursonde lateral bewegt. Die Membran zeigt dabei keine Stauchungen
oder Rupturen. Hellere Punkte auf der Kernmembran zeigen sowohl bei moderater als
auch groBerer Geschwindigkeit, dass die freistehende Kernmembran bei lateraler Bewe-

gung nicht an der Sonde haftet. [in Kooperation mit PD Dr. A. Naber und N. Neuberth]

3-Sondenbewegung_lateral-axial.avi Die angendherte Dreiecksapertursonde gleitet liber
die freistehende Kernmembran, die zunichst lateral bewegt wird. Durch eine axial wir-
kende Kraft nimmt die zurlickziehende Sonde die weiterhin lateral bewegte Membran mit.

[in Kooperation mit PD Dr. A. Naber und N. Neuberth]
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8.4 Modell der begrenzten eindimensionalen Diffusion im optischen Nahfeld

Das Modell der begrenzten eindimensionalen Diffusion beschreibt die theoretische Auto-
korrelationsfunktion eines unendlich lange diffundierenden Partikels im optischen Nahfeld.
Die Herleitung erfolgt analog zu Gennerich & Schild (2000), die ein Modell fiir die axial be-
grenzte Diffusion bei einer Gaul3’schen Intensitétsverteilung entwickelt haben.

Die Diffusion ist in x-Richtung durch die eindimensionale Wahrscheinlichkeitsdichte-

funktion

,D(X, var)zé_ —’—Zooe—DT(mﬂ'/d)z 'COS[%]'COS(mTﬂX'j (18)
m=—o0

charakterisiert (Elson & Magde, 1974). Die Autokorrelationsfunktion G(t) des Fluoreszenz-
signals i(t),
d —_—
i(t)=[dx-1(x)-C(x.t)-Q (19)
0
mit der Anregungsintensitét | (X) =ly- e/l , der Konzentrationsfluktuation E(X,t) = <C> und

der angenommenen Quantenausbeute Q = 1, ist definiert durch

1 d d
G(r)=—5 - [dx[dx'-1(x)- 1(x)- g(x,x,7) (20)
(" 0 0

mit der Konzentrationskorrelationsfunktion ¢(x,x',7)= <c> p(x,x', 7).

Um die Autokorrelationsfunktion G(t) zu erhalten, wird zunichst das durchschnittliche Fluo-

reszenzsignal <|> mittels der exponentiellen Intensititsverteilung I(x),

1(x)=1¢-e7¥", 1)
berechnet:
d
(iy=1g -<c>.jdx-e_x/' =1g-(c)-I -(l—e_d/'): lo - Nexc -(l—e_d/I ) (22)
0

wobei Ny flir die Zahl der Partikel im Anregungsvolumen steht, und anschlieend in Glei-
chung (20) eingesetzt:
N
18- T dd

S E— .
olr)- |02.N2.(1—e—d/l)'££dXdX'e eI plxx,z)

2
11 “any? 2 odmed? 1% mx
_N.m.(l—e d/|) .mgi Dz(mz/d) -L{dx-e X/l -cos(Tj] . (23)
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Das Integral in Gleichung (23) ldsst sich wie folgt I6sen:
—ax b- sin(bx)—a - cos(bx)

F(x)=[e ™ -cos(bx) dx=e 2 (24)

mit @ =1/l und b =mz/d

F(x):? ;-(1—(—1)'“@‘“/') (25)
o 1+(mzl/d)?

Setzt man Gleichung (25) in Gleichung (23) ein, so erhélt man die Autokorrelationsfunktion

fiir die eindimensionale Diffusion im optischen Nahfeld:

_ b L a2,
o)1 1—e91) 2

00 ~Dr(mz/d)? (26)
(1—e‘d/')2+22 e~ Orlnld) -(1—(—1)me‘0‘/')2
n=1 {1+ (mrd /1) f
oder mit Ngps =(c)-d:
o o-De(mz/d)? (1 ( \mad/)?
o)1+ T '[1 (1)—de/l } - (27)
o | o e L 1oe

8.5 Literatur des Anhangs

Gennerich, A. & Schild, D. (2000). Fluorescence correlation spectroscopy in small cytosolic
compartments depends critically on the diffusion model used. Biophys J 79, 3294-306.
Elson, E. L. & Magde, D. (1974). Fluorescence correlation spectroscopy. I. Conceptual basis

and theory. Biopolymers 13, 1-27.



8 Anhang 167

8.6 Publikation in einer Fachzeitschrift

M. Herrmann, N. Neuberth, J. Wissler, J. Pérez, D. Gradl und A. Naber (2008)
High resolution imaging and dynamic processes on freestanding nuclear membranes by near-
field optical microscopy.

Nature, wird eingereicht

8.7 Eigene Posterbeitrage zu wissenschaftlichen Tagungen

M. Herrmann, N. Rau, C. Hoppener, S. K. J. Johnas, D. Gradl und A. Naber

Observing individual nuclear import events on an unsupported nuclear envelope by near-field
optical microscopy.

28. Jahrestagung der Deutschen Gesellschaft fiir Zellbiologie, Heidelberg, 16.-19. Mérz 2005

N. Rau, M. Herrmann, C. Hoppener, D. Gradl und A. Naber

Observing individual transport events through single pores on an unsupported nuclear mem-
brane by near-field optical microscopy.

Summer School ,,Nano-Biology* des DFG-Center for Functional Nanostructures, Bad Her-

renalb, 5.-8. September 2005

N. Rau, M. Herrmann, C. Hoppener, D. Gradl und A. Naber

Observing individual transport events through single pores on an unsupported nuclear mem-
brane by near-field optical microscopy.

FRONTIERS Annual Meeting 2005, Karlsruhe, 18.-21. September 2005

M. Herrmann, J. Wissler, N. Neuberth, D. Gradl und A. Naber
Investigation of nuclear transport by near-field optical microscopy and fluorescence correla-
tion spectroscopy.

Summer School ,,Nano-Biology* des DFG-Center for Functional Nanostructures, Bad Her-

renalb, 20.-23. August 2007
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