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1. Einleitung

1.1. Fluoreszenzmikroskopie zur Entschliisselung
biologischer Fragestellungen

Viele Krankheiten werden nach heutigem Wissensstand nicht nur durch dufiere Ein-
fliisse wie Viren oder toxische Substanzen hervorgerufen, sondern entstehen bereits
im Innern des Menschen durch die Fehlregulierungen diverser Signalwege. Uber diese
zahlreichen und oftmals komplexen Signalwege kommunizieren die Zellen im mensch-
lichen, aber auch in anderen lebenden Organismen miteinander. Ein fiir den Men-
schen essenzieller Signalweg ist der Wnt-Signalweg. Der Funktionsverlust bereits eines
Signalweg-relevanten Proteins kann hierbei zu schwerwiegenden Krankheiten [1} 2]
und sogar zur Entstehung von Krebs fithren [BH5]. Um fiir die Therapie bzw. Heilung
von Krankheiten und Krebs gezieltere pharmazeutische Mittel entwickeln zu kon-
nen, ist es wichtig, die dafiir relevanten biologischen Prozesse zu entschliisseln und
zu verstehen. Die Erforschung der biologischen Prozesse, die fiir den menschlichen
Organismus essenziell sind, ist seit jeher eine zentrale Aufgabe der Lebenswissenschaf-
ten, jedoch in der Praxis erst seit einigen Jahren moglich. Der Grundbaustein fiir die
Forschung wurde bereits im 17. Jahrhundert durch die Entwicklung der ersten Lichtmi-
kroskopmodelle gelegt [6H8]]. Mit ihnen war es erstmals moglich, die Morphologie von
Zellen zu studieren [9]. Kleinere Objekte im Nanometerbereich wie einzelne Proteine
blieben vom menschlichen Auge weiterhin unentdeckt. Dies liegt, neben dem mangeln-
den Kontrast, hauptsachlich an der Welleneigenschaft des Lichts, die die Auflosung
aufgrund von Beugungseffekten begrenzt. 1873 formulierte Ernst Abbe die Abbe’sche
Auflosungsgrenze fiir die Lichtmikroskopie, die bei etwa der Halfte der Wellenldnge
liegt [10] und fiir viele Jahrzehnte als uniiberwindbar galt. In den 1960er Jahren ent-
deckte Osamu Shimomura GFP, eines der ersten fluoreszierenden Proteine [11]], die in-
zwischen iiber gezielte Genklonierung auch in andere Organismen eingebracht werden
konnen. Somit wurde eine Losung fiir den Mangel an Kontrast in der optischen Lichtmi-
kroskopie gefunden. Der Einsatz fluoreszierender Proteine zur gezielten Markierung
spezifischer Strukturen in lebenden Zellen verbesserte nicht nur das Signal-Rausch-



1. Einleitung

Verhiltnis erheblich, sondern ebnete den Weg fiir eine neue Art der Mikroskopie: die
Fluoreszenzmikroskopie. Im Laufe der letzten Jahrzehnte arbeiteten Wissenschaftler
und Techniker stets an der Verfeinerung und Erweiterung diverser Mikroskopietech-
niken bis schliefSlich gegen Ende des 20. Jahrhunderts die von Ernst Abbe definierte
Auflosungsgrenze das erste Mal {iberwunden werden konnte. Moglich war dies mit
den hochauflosenden Lichtmikroskopietechniken STED (engl. stimulated emission de-
pletion) und der PALM/STORM (engl. photoactivated localization microscopy /stochastic
optical reconstruction microscopy, Einzelmolekiil-Lokalisationsmikroskopietechnik). Fiir
deren Entwicklung erhielten die Wissenschaftler Prof. Dr. Stefan Hell, Dr. Eric Betzig
und Prof. Dr. William Moerner im Jahr 2014 den Nobelpreis fiir Chemie.

Mittlerweile gibt es eine Vielzahl von Mikroskopietechniken, die sich die Lebenswissen-
schaften heutzutage zu Nutze machen, um wichtige biologische Fragen zu beantworten
und um die komplexen Mechanismen der essenziellen Signalwege auf der Proteine-
bene zu entschliisseln. So lassen sich mittlerweile bereits einige Krankheiten auf die
Fehlregulierung oder den Funktionsverlust eines Proteins in dem tiberaus komplexen
Signalnetzwerk eukaryotischer Organismen zuriickfiihren. Die Kenntnis tiber die Me-
chanismen der Signalwegprozesse ermoglicht in Zukunft die gezielte Entwicklung von
Medikamenten und Therapieansitzen und kann auf langer Sicht zahlreiche Menschen-
leben retten.



1.2. Aufbau der Arbeit

1.2. Aufbau der Arbeit

In dieser Arbeit werden einige fiir den Wnt-Signalweg wichtige Protein-Protein-Inter-

aktionen mittels fluoreszenzmikroskopischer Techniken untersucht und quantifiziert.

In Kapitel 2| wird der Wnt-Signalweg vorgestellt. Im Anschluss folgt eine Einfithrung
in die Grundlagen der Lichtmikroskopie, woraufhin der Schwerpunkt auf die Fluores-
zenzmikroskopie gelegt wird. Anschlieffend wird der mathematische Hintergrund zur
Bindungskinetik zwischen einem Rezeptorprotein und seinem Liganden aufgezeigt.
Nach einem kurzen Abschnitt zur Diffusion von Teilchen folgen die theoretischen
Grundlagen zur Fluoreszenzkorrelationsspektroskopie (FCS), die durch eine Linienras-
tertechnik auch fiir Messungen an der Membran lebender Zellen eingesetzt werden

kann.

Die in dieser Arbeit verwendeten Methoden bzw. fluoreszenzmikroskopischen Tech-
niken wie Fluorometrie, Spinning-Disk-Konfokalmikroskopie und die Einzelmolekiil-
Lokalisationsmikroskopie werden in Kapitel |3| vorgestellt. Der letzte Abschnitt dieses
Kapitels beschaftigt sich im Detail mit axialer Linienraster-FCS, die im Rahmen dieser
Arbeit erstmals erfolgreich an lebenden Zellen angewandt wurde. Mit ihrer Hilfe kon-
nen Bindungsaffinititen und Komplexbildungen von membrangebundenen Proteinen
quantitativ bestimmt werden.

Alle Experimente zur Entschliisselung von Protein-Protein-Interaktionen im Wnt-Signal-
weg wurden in dieser Dissertation im Rahmen des SFB1324 durchgefiihrt. Die zusam-

mengefassten Ergebnisse werden in den folgenden Kapiteln aufgezeigt und diskutiert.

In Kapitel wird mittels klassischer FCS die Konzentration und der Diffusions-
koeffizient von 3-Catenin in Darmkrebszellen bestimmt. Dabei wird der Einfluss der
Entfernung der Phosphorylierungsstelle Ser45 und weiterer Proteine betrachtet, die
normalerweise am Abbau von (-Catenin beteiligt sind (APC, Axin, GSK3).

In Kapitel 4.2l werden Rezeptor-Ligand-Interaktionen im Wnt-Signalweg nidher unter-
sucht. Begonnen wird mit einem Assay zur Bestimmung der Einzelmolekiil-Diffusions-
mobilitdtsverschiebung (engl. single-molecule diffusion-mobility-shift assay, smDIMSA)
eines Rezeptorproteins durch die Zugabe von Bindungspartnern unterschiedlicher
Molekiilmassen. Der Fokus liegt hierbei auf dem Membranrezeptorprotein LRP6 und
seinem Liganden DKK1. Daraufhin folgen Bindungskinetikexperimente zur Ermittlung
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der Bindungsstdrke von DKK1 an seinen Rezeptor LRP6 oder xKremen2 unter An- und
Abwesenheit von LRP6. Im Anschluss wurden die Bindungsaffinititen durch axiale
Linienraster-FCS-Experimente bei unterschiedlichen Rezeptordichten in HEK293T- und
H1703-Zellen quantitativ bestimmt. Der letzte Abschnitt dieses Kapitels handelt von
Experimenten an Xenopus Explantaten, bei denen mittels Weitfeldfluoreszenzmikrosko-
pie der Internalisierungsprozess von xRor2 unter Einfluss von Wntba studiert wurde.

Der Schluss dieser Arbeit, Kapitel befasst sich mit dem aktiven, interzelluldren
Transport von Wnt3a in sogenannten Tunnelnanordhren. Dabei wurden via Spinning-
Disk-Konfokalmikroskopie nicht nur die Groflen der transportierten Vesikel in HEK293T-
und H1703-Zellen bestimmt, sondern auch deren Geschwindigkeiten anhand von
Zeitrafferaufnahmen ermittelt. Via Einzelmolekiil-Lokalisationsmikroskopie konnten
einzelne Wnt3a-Proteine in den Filopodien und Vesikeln von H1703-Zellen lokalisiert

werden.
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2.1. Der Wnt-Signalweg

2.1.1. Die Geschichte und Relevanz des Wnt-Signalwegs

Jedes System, sei es ein Staat, eine Firma oder eine Schule, funktioniert nur aufgrund
des regen Informationsaustauschs durch die Kommunikation der einzelnen Systemmit-
glieder. Auch der menschliche Organismus basiert auf solch einem dynamischen Kom-
munikationssystem, das angepasst an die duleren Gegebenheiten und Anderungen
der Umgebung die Aktivitdten innerhalb des Systems steuert. Dabei kommunizieren
Zellen untereinander tiber ein komplexes Netzwerk aus diversen Signalwegen [12].
Einer dieser Signalwege ist der Wnt-Signalweg, dessen Entdeckung bereits mehr als
40 Jahre zuriickliegt [13]. Er spielt eine wichtige Rolle in vielen grundlegenden bio-
logischen Prozessen, u. a. in der embryonalen Entwicklung, der Zellproliferation und
-migration und in der Zellpolaritit [T} 2]. Eine Missregulierung in diesem Signalweg
kann zudem zu schweren Krankheiten wie der Degeneration von Nervenzellen bis hin
zu Krebs fithren. Der Wnt-Signalweg kann zur Vereinfachung in einen kanoni-
schen und nicht-kanonischen Signalweg eingeteilt werden. Diese Signalwege werden
zwar unterschieden, sind aber dennoch teilweise voneinander abhédngig bzw. beeinflus-
sen einander. Seit der Entdeckung des Wnt-Signalwegs wurden immer mehr Proteine
entdeckt, die in die Signaltransduktion involviert sind und untereinander wechselwir-
ken. Allein zu der Familie von Wnt-Proteinen zdhlen mittlerweile bereits 19 Mitglieder.
Umso wichtiger ist es, die Komplexitdt des Wnt-Signalwegs zu entschliisseln und des-
sen grundlegenden Mechanismen und Funktionen Stiick fiir Stiick aufzudecken.

Ein Grofsteil der Experimente in dieser Arbeit widmet sich den Protein-Protein-Wech-
selwirkungen im Wnt-Signalweg. Ziel ist es, Riickschliisse auf spezielle Mechanismen
im Wnt-Signalweg zu ziehen und somit medizinische Fragestellungen beantworten zu
konnen. Um die Relevanz dieser Experimente zu verdeutlichen, wird im folgenden
Kapitel auf die Auswirkungen der Hoch- und Herunterregulierung sowie der Funkti-
onsverluste einiger wichtiger Proteine im Wnt-Signalweg eingegangen. Zum besseren
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Verstandnis werden im folgenden Abschnitt zuerst die bisher bekannten Mechanismen
des Wnt-Signalwegs erldutert. Hierbei wird darauf geachtet, trotz hoher Komplexitat

des Signalwegs nur die fiir diese Arbeit relevanten Bereiche aufzuzeigen.

2.1.2. Der kanonische Wnt-Signalweg

Der kanonische Signalweg kann zur Vereinfachung in einen aktivierten und inaktivier-
ten Zustand unterteilt werden (Abbildung 2.T). Im inaktivierten Zustand befinden sich
die Wnt-Rezeptoren LRP5/6 (engl. Low-density lipoprotein receptor-related protein) und
Frizzled (oft abgekiirzt als Fzd) an der Zellmembran, bereit, einen ihrer Liganden zu
binden. Im Cytosol der Zelle wird die $-Catenin-Konzentration von dem sogenann-
ten Zerstorungskomplex reguliert. Zu diesem zdhlen die Strukturproteine APC (engl.
adenomatous polyposis coli), Axin (engl. axis inhibition protein) und die zwei Kinasen
GSK3 (engl. glycogen synthase kinase) und CK1 (engl. casein kinase 1). Die p-Catenin-
Konzentration wird im inaktiven Wnt-Signalweg niedrig gehalten, indem p-Catenin N-
terminal von den Kinasen phosphoryliert und anschlieflend vom Proteasom abgebaut
wird. Die Expression von Wnt-Zielgenen ist infolge der Abwesenheit von 3-Catenin im
Nukleus unterdriickt.

Kanonischer Wnt-Signalweg Kanonischer Wnt-Signalweg Kanonischer Wnt-Signalweg

Inaktiv Aktiv Blockiert
LRP6 LRP6
LRPG Al DKK)
Frizzled Frizzled Whnt Frizzled
Zell-
membran
Cytosol Axin 'GSK3
DVL : CKA
ck1 AN Gska . ck1 AN Gska
B-Catenin B-Catenin B-Catenin
APC B-Catenin APC
-Catenin
Groucho B-Catenin Groucho
— LEF und TCF -I& — LEF und TCF -Ii — LEF und TCF

Nukleus

Abbildung 2.1: Der kanonische Wnt-Signalweg im inaktivierten, aktivierten und blockierten Zu-
stand.
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Von den insgesamt 19 Mitgliedern in der Familie der Wnt-Proteine wurde nur ein Teil
als kanonische Wnt-Proteine klassifiziert [14]. Der kanonische Wnt-Signalweg kann
durch die Bindung von Wnt-Liganden an ihre Rezeptoren LRP5/6 und Frizzled und
der daraus resultierenden Komplexbildung schliefSlich aktiviert werden. Aus diesen
Komplexen konnen sich grofiere Zusammenschliisse bilden, die durch DVL (engl. dis-
hevelled), welches als eine Art Plattform im Cytosol dient, stabil zusammengehalten
werden. Diese Komplexe werden auch als Signalosome bezeichnet. Drei der zuvor in
den Abbau von [-Catenin verwickelten Proteine (Axin, GSK3 und CK1) lagern sich
nun intrazelluldar an den C-Terminus von LRP6, wodurch der Rezeptor phosphory-
liert wird. Daraufhin kommt es zur Internalisierung der Signalosome in das Innere
der Zelle, was wiederum intrazelluldre Signalkaskaden auslost. 3-Catenin wird nun
durch die Abwesenheit des Zerstorungskomplexes im Cytosol nicht mehr abgebaut, wo-
durch die 3-Catenin-Konzentration im Cytosol sowie im Nukleus ansteigt. Im Nukleus
wird schliefllich durch die Anlagerung von {-Catenin an die Transkriptionsfaktoren
LEF/TCF die Expression von Wnt-Zielgenen ausgelost. Zu diesen zdhlen u. a. Onko-
gene, die zur Karzinogenese, der Entstehung und Progression von Tumoren, z. B. Lun-
genkrebs, Bauchspeicheldriisenkrebs und Darmkrebs fiihren kénnen. Etwa 10 —50 %
der Krebszellen von verschiedenen Arten von Darmkrebsarten weisen Mutationen
in $-Catenin-Gen auf, hdufig in der Sequenzregion mit den Phosphorylierungsstellen
Ser33, Ser37, Thr41 und Ser45 [15].

Trotz Anwesenheit von Wnt-Proteinen kann der Wnt-Signalweg durch Wnt-Inhibitoren
blockiert werden. Dies fiihrt das System in eine mit dem inaktivierten Zustand ver-
gleichbare Situation. Im Allgemeinen stéren bzw. hindern Wnt-Inhibitoren die Si-
gnalkaskade, d. h., die $-Catenin-Konzentration im Cytosol bleibt niedrig. Manche
Wnt-Inhibitoren binden durch ihre hohere Bindungsaffinitat im Vergleich zu den Wnt-
Liganden bevorzugt an Wnt-Rezeptoren. Hierzu zidhlt DKK (engl. Dickkopf-related pro-
tein), das explizit mit Wnt3a konkurriert und durch seine Bindung an den Rezeptor
LRP5/6'| die Bindung von Wnt3a hindert. Dadurch kommt es nicht zur Bildung von
Signalosomen, und der Wnt-Signalweg ist blockiert.

I Im Folgenden wird zur Vereinfachung nur noch LRP6 betrachtet

11
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2.1.2.1. Der Zerstorungskomplex von p-Catenin

Im kanonischen Wnt-Signalweg spielt das Protein -Catenin eine zentrale Rolle. Die
Proteinsequenz von (-Catenin besteht aus insgesamt 12 sich wiederholenden Amino-
sduresequenzeinheiten, sogenannten Armadillo-Wiederholungen (Abbildung (a))
[16]. Im aktiven Wnt-Signalweg wird der Abbau von p-Catenin durch den Zersto-
rungskomplex (Abbildung 2.2 (b)) durch mehrere Phosphorylierungsschritte vorberei-
tet. APC und Axinl sind Strukturproteine und dienen als Andockstelle fiir 3-Catenin
und als Geriist fiir den Zerstorungskomplex. Fiir die Phosphorylierung gibt es in der
B-Catenin-Sequenz mehrere Phosphorylierungsstellen, wobei die fiir den Abbau re-
levanten Stellen sich am N-terminalen Teil der Aminosdurensequenz befinden. Der
Abbau von -Catenin ist ein mehrstufiger Prozess und beginnt mit der Phosphorylie-
rung durch die Kinase CK1 an der Sequenzstelle Ser45. Anschlieffend wird 3-Catenin
durch eine weitere Kinase, GSK3, phosphoryliert, wofiir drei weitere Phosphorylie-
rungsstellen zur Verfiigung stehen, Thr41, Ser37 und Ser33 [17] [18]. Nach erfolgreicher
Phosphorylierung wird 3-Catenin schliefdlich vom Proteasom abgebaut.

(@) B-Catenin

PPPP P P P P

NH, 123 4567 8 9101112 COOH

Armadillo-Wiederholungen

Phosphorylierungsstellen fir:
CK1 (Serd5), GSK3 (Thrd1, Ser37, Ser33) und andere

(b) 1. 2
ck1  AXIN ‘Gsk3
B-Catenin
APC

Abbildung 2.2: (a) Vereinfachte Primérstruktur von p-Catenin und fiir die Kinasen CK1 und GSK3
relevante Phosphorylierungsstellen Ser45, Thr41, Ser37 und Ser33. (b) Der Ablauf des B-Catenin-
Abbaus durch den Zerstorungskomplex: 1. Phosphorylierung durch CK1, 2. Phosphorylierung durch
GSK3, 3. Abbau durch das Proteasom. Verandert nach [16} [19].
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2.1.2.2. Einfluss des Membranrezeptors Kremen

Kremen ist ein Membranprotein und fungiert als Abwartsregulator fiir LRP6 [13]], d. h.,
in der Anwesenheit von Kremen wird LRP6 vermehrt von der Membran in die Zelle
internalisiert. AufSerdem ist Kremen wie LRP6 ein Rezeptor fiir den Wnt-Inhibitor
DKK [20]. Hierbei kann Kremen entweder mit DKK allein eine Bindung eingehen oder
zusammen mit LRP6 einen terndrer Komplex formen [13] (Abbildung . Kremen
besitzt jedoch in seiner Proteinstruktur auch Regionen, die direkt mit LRP6 wechselwir-
ken und somit zu einer Rezeptor-Rezeptor-Bindung fithren konnen. Dies wurde zwar
bereits mittels Strukturanalyse untersucht, sollte jedoch noch durch geeignete in-vivo

Messungen an lebenden Zellen bestétigt werden [20].

(a) - (b) - (c)
LRP6 -

@
<-|| -

Zell-
membran

Abbildung 2.3: DKK und seine Rezeptoren LRP6 und Kremen: (a) DKK bindet an LRP6 alleine. (b)
LRP6 und Kremen formen teilweise auch ohne DKK Heterodimere. (¢) DKK bindet an LRP6 und
Kremen, wodurch sich ein LRP6-Kremen-DKK-Komplex bildet.

2.1.3. Nicht-kanonische Wnt-Signalwege

Der nicht-kanonische Wnt-Signalweg ist im Vergleich zum kanonischen Wnt-Signalweg
vielfdltiger und kann in einige, zum Teil voneinander abhdngige Unterzweige eingeteilt
werden. Zu diesen zédhlen u. a. der PCP-Signalweg (engl. planar cell polarity) und der
Wnt-Ca?"-Signalweg [13]. Durch die Komplexitit der Mechanismen der einzelnen Si-
gnalwege und der Wechselwirkungen der involvierten Proteine ist der nicht-kanonische
Wnt-Signalweg bisher noch unzureichend charakterisiert [2I]]. Zur Vereinfachung be-
schrankt sich der schematische Aufbau in Abbildung [2.4]lediglich auf den fiir diese
Arbeit relevanten Teil des nicht-kanonischen Wnt-Signalwegs: Die Wechselwirkung des
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2. Theoretische Grundlagen

Liganden Wnt5a und seines Rezeptors Ror2 (engl. receptor tyrosine kinase-like orphan re-
ceptor). Ror2 ist wie LRP6 und Frizzled ein membrangebundenes Rezeptorprotein und
bildet infolge der Bindung von Wnt5a Homodimere aus [22] 23]. Die Internalisierung
von Wnt5a/ROR-Komplexen ist laut Wallkamm et al. [24] essenziell fiir die Signalakti-
vierung des nicht-kanonischen Signalwegs. Die Interaktion von Wnt5a und Ror2 fiihrt
zu einem erhohten Abbau von -Catenin und inhibiert somit den kanonischen Wnt-
Signalweg [25]. Zudem werden die Zellpolaritit, die Migration sowie die Invasivitat
von Zellen beeinflusst. Letztere spielt vor allem bei bosartigen Tumorzellen eine grofie
Rolle, deren Invasivitét eine gravierende Auswirkung auf die Lebenserwartung des

betroffenen Organismus hat.

Ror2
Wntba
Zell-
membran
Cytosol —— - Zellinvasivitat
- Zellpolaritat
J_ - Zellmigration
Kanonischer
Whnt-Signalweg

Abbildung 2.4: Interaktionen von Wnt5a und Ror2 im nicht-kanonischen Wnt-Signalweg. Verandert
nach [26]].

2.1.4. Interzellularer Wnt-Transport

Der Wnt-Signalweg basiert auf einem komplexen Zusammenspiel diverser Proteine
und ist bis heute nicht komplett erforscht. Es ist bekannt, dass der Wnt-Signalweg
auf verschiedenen Wegen aktiviert werden kann, auch ohne die direkte Prdasenz von
Wnt-Proteinen [27]. Im Fall der Anwesenheit von Wnt-Proteinen und Abwesenheit von
Wnt-Inhibitoren 16st die spezifische Bindung der Wnt-Proteinen an ihre Rezeptoren in
der Zielzelle Signalkaskaden aus, die zur Erthohung der Wnt-Aktivitét in dieser Zelle
fihren. Da es sich bei den Wnt-Liganden um hydrophobe Proteine handelt, konnen
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2.1. Der Wnt-Signalweg

sie jedoch nicht ohne Weiteres bzw. ohne Schutz in den Extrazellularraum sekretiert
werden und benotigen Hilfsproteinen bzw. Modifizierungen, die dies ermdglichen. Ein
Enzym namens Porcupine (PORCN) ist fiir die Lipid-Modifizierung der Wnt-Proteine
zustandig und befindet sich typischerweise im Endoplasmatischen Retikulum (ER)
der Zelle [28] 29]. Das ER ist ein weitverzweigtes Membrannetzwerk im Inneren der
Zelle, welches an der Synthese von Proteinen und dem Lipidstoffwechsel beteiligt ist
[30]. Wnt wird schlieBlich von dem Wnt-Hilfsprotein Wls (engl. Wntless) gebunden
und durch dieses vom ER iiber den Golgi zur Plasmamembran, u. a. auch zu den Filo-
podien der Zelle [31] 32], transportiert. Wnt-Proteine konnen entweder tiber Wls an die
Plasmamembran binden oder direkt tiber ihre eigene Lipideinheit. Wie Wnt-Proteine
jedoch von einer Zelle zu einer Zielzelle reisen, ist nach dem heutigen Wissensstand
noch nicht eindeutig geklart.

Zu den bisher vorgestellten moglichen Transportwegen von Wnt-Proteinen zdhlen Mi-
krovesikel und Exosome, Apolipoproteine und Wnt-Bindungsproteine und der Trans-
port via Cytonemen [28] B3] (Abbildung2.5).

Es ist bekannt, dass die Kommunikation zwischen Zellen u. a. auf der Ausschiittung
und Aufnahme von Vesikeln unterschiedlichster Grole und Ursprungs basiert [34].
In der Zelle befindet sich eine Vielzahl von membranumschlossenen Vesikeln, soge-
nannten Endosomen, die aktiv am Transport von Proteinen aus dem Zellinneren zur
Zellmembran und wieder zurtick beteiligt sind. Grofsere Vertreter werden Multivesiku-
larkorper (engl. multivesicular bodies, MVBs) genannt und beinhalten in ihrem Inneren
weitere kleinere Vesikel. Diese konnen schliefilich durch die Fusion des multivesikula-
ren Korpers mit der Zellmembran als 40-100 nm grofie Exosome in den extrazelluldren
Bereich sekretiert werden, wo sie wiederum zu einer anderen Zelle diffundieren kon-
nen [35H37]. Neben den Exosomen gibt es auch Mikrovesikel mit einer typischen Grofle
von 100-1000 nm, die direkt aus der Zellmembran in den extrazelluldren Bereich entkop-
pelt werden [38]]. Eine weitere Transportmdoglichkeit von Wnt besteht in sogenannten
Lipoproteinen, Aggregate aus Lipiden und Proteinen. Die Lipoproteinoberfldche setzt
sich u. a. aus Apolipoproteinen zusammen, die als mogliche Andockpunkte fiir Wnt-
Proteine dienen kénnen. So kann die Zugabe von HDLs (engl. high-density lipoproteins)
durch das Aufladen von Wnt-Proteinen die Sekretion von Wnt3a in Medien erheblich
erhchen .

Neben der Ausschiittung von Vesikeln kéonnen auch Wnt-Hilfsproteine die Sekreti-
on von Wnt unterstiitzen. Die Proteine sFRP (engl. Secreted frizzled-related protein 1)
und Swim (engl. Secreted Wg-interacting molecule) schirmen durch ihre Bindung an
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2. Theoretische Grundlagen

. . Extrazellulérer
@ Mikrovesikel S Raum
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Abbildung 2.5: Interzelluldrer Wnt-Transport durch (1) Mikrovesikel, (2) Exosome, (3) Apolipopro-
teine, (4) Wnt-Bindungsproteine und durch Transport via (5) Cytoneme. Verdndert nach [28] 34].

Wnt-Zielzelle

® Cytonem 4;

Cytosol

Wnt-Proteine deren hydrophoben Einheiten von der wissrigen Umgebung im Extra-
zellularraum ab und erhéhen dadurch die Loslichkeit von Wnt [A0H42]. Im Extra-
zellularraum angelangt konnen die mit Wnt-Proteinen angereicherten Transportvehi-
kel iiber Protein-Protein-Wechselwirkungen direkt an die membrangebundenen Wnt-
Rezeptoren binden und via Endozytose in die Zelle aufgenommen werden, woraufhin
der Wnt-Signalweg in der Zielzelle aktiviert wird. Zum anderen konnen die Vesikel
aber auch tiiber eine direkte Fusion mit der Zielmembran in die Zelle eingeschleust
werden.

Abgesehen von den bisher vorgestellten Wnt-Transportvehikeln konnen Wnt-Proteine
auch einen weiteren Transportweg nutzen, und zwar den direkten Zell-Zellkontakt
durch dynamische Zellfortsitze, sogenannten Filopodien bzw. Cytoneme [43]. Cytone-
me sind tubulédre, cytoplasmatische Membranfortsitze, die den Zellen nicht nur zur
Adhaésion und Fortbewegung dienen, sondern die auch auf den interzelluldren Aus-
tausch von Signalmolekiilen spezialisiert sind [44), 45]. Sie werden durch parallel ange-
ordnete Aktinfilamente gebildet und kénnen eine Lange von bis zu mehreren hundert
Mikrometer annehmen [46]]. Wnt kolokalisiert teilweise mit Markern fiir Exosome und
kann als punktartige Strukturen auf Cytonemen beobachtet werden [43]. Wnt-positive
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2.2. Grundlagen der Lichtmikroskopie

Exosome konnen entlang von Filopodien ,surfen”, bis sie am Filopodienansatz in die
Zelle eingeschleust werden [47]. Wie viele fiir den Wnt-Signalweg relevante Transport-
wege Wnt-Proteinen tatsdchlich offenstehen, wie frequent diese benutzt werden und
ob diese Wnt-spezifisch sind (Wnt3a, Wntba, etc.) bleibt weiterhin eine zentrale Frage
in der Erforschung des Wnt-Signalwegs.

2.2. Grundlagen der Lichtmikroskopie

Der Drang, Neues zu entdecken und die Grundlagen des Lebens zu verstehen, liegt
seit jeher in der Natur des Menschen. Jedoch ist der Mensch auf seine Sinne beschrankt
und kann ohne Hilfsmittel nur die Welt des Mesokosmos beobachten. Um in den
Bereich des Mikrokosmos vorzudringen, eignen sich technische Werkzeuge wie z. B.
ein Lichtmikroskop. Im Folgenden wird ein kurzer Uberblick iiber die Geschichte der
Lichtmikroskopie gegeben.

2.2.1. Ein kurzer Uberblick iiber die Geschichte der Lichtmikroskopie

Mit der Entwicklung eines der ersten handgefertigten Mikroskopsysteme im Jahr 1665
durch Hooke [, 8] war es dem Menschen erstmals moglich, kleine Objekte vergrofert
darzustellen und Lebewesen und Pflanzen ndher zu untersuchen. Bei seiner Erkun-
dungsreise durch verschiedene biologische Praparate entdeckte er u. a. kleine Teile von
biologischem Gewebe, die er als ,Zellen” bezeichnete [48]], wodurch er den Anfang
der Zelltheorie pragte. Antonie van Leeuwenhoek entwarf schliefSlich gegen Ende des
17. Jahrhunderts ein optisches System, bestehend aus einer einzigen, sorgfaltig ange-
fertigten, sphédrischen Linse, das ihm eine bis zu 280-fache Vergrofierung ermoglichte.
Somit gelang es ihm, diverse neue Organismen und Strukturen zu entdecken, u. a.
Bakterien, Hefezellen und sogar rote Blutkorperchen [49], wodurch er auch den Titel
,Vater der Mikrobiologie” [50] erlangte. In den darauffolgenden Jahrhunderten ent-
wickelte sich die Mikroskopie stark weiter, die optischen Systeme wurden zunehmend
komplexer und immer kleinere Objekte konnten dargestellt werden. Die grundlegende
Idee der Mikroskopie ist geblieben, allerdings wurden die einzelnen Komponenten,
Lichtquellen und Linsen der Mikroskope technisch stark weiterentwickelt und an die
jeweiligen Anforderungen bestmoglich angepasst. Lichtquellen sind heutzutage tibli-
cherweise Halogenlampen, Laserquellen bestimmter Wellenldngen oder Leuchtdioden
(engl. light-emitting diodes). Wo friiher das Auge als Detektor zum Einsatz kam, werden
heute Kameras platziert und auch Linsen und optische Komponenten werden zum Teil
aufwendig hergestellt und chemisch behandelt, um optimale Mikroskopiebedingungen
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2. Theoretische Grundlagen

zu schaffen. Somit ist die Mikroskopie seit dem 17. Jahrhundert tiber einige Weiterent-
wicklungen, wie z. B. der Fluoreszenzmikroskopie, allméahlich zur , Nanoskopie” [51]
fortgeschritten (Kapitel 2.3 und Kapitel 2.4).

2.2.2. Grundlegender optischer Aufbau eines Mikroskops

Grundbausteine eines jeden Mikroskops sind lichtdurchldssige Linsen aus speziell
angefertigtem Glas zur Streuung, zur Sammlung oder Ablenkung von Lichtstrahlen.
Diese Linsen besitzen eine dimensionslose, materialspezifische Eigenschaft, den so-
genannten Brechungsindex, der angibt, wie sich das Licht in ihnen ausbreitet bzw.
wie das Licht bei einem Materialiibergang gebrochen wird. Trifft ein Lichtstrahl von
einem Medium 1 mit dem Brechungsindex n; auf ein optisch dichteres Medium 2
mit vergleichsweise hoherer Brechungszahl n, > n1, so wird das Licht zum Lot hin
gebrochen (Abbildung (a)). Beim Verlassen des optisch dichteren Mediums 2, d. h.,
beim Ubergang von einem optisch dichteren in ein optisch diinneres Medium, wird
der Lichtstrahl vom Lot weggebrochen, wodurch der Strahl wieder in der urspriingli-
chen Strahlrichtung verlduft. Nicht nur die optischen Eigenschaften einzelner Bauteile
miissen beim Aufbau eines Mikroskops beriicksichtigt werden, sondern auch eine
intrinsische Eigenschaft von Lichtstrahlen, die Dispersion. Sie fithrt dazu, dass Licht-
strahlen verschiedener Farbe bzw. Wellenldnge in optischen Materialien unterschied-
lich stark gebrochen werden. Ein sehr bekanntes Beispiel hierfiir ist die in Abbildung
(b) veranschaulichte Farbaufteilung von weiffem Licht durch ein Prisma. Mit opti-
schen Bauelementen kann Licht in verschiedenster Weise manipuliert werden. Spiegel

(a) (b) ©

§n2>n1 §

Abbildung 2.6: Grundlagen fiir Lichtbrechung und Linsen. (a) Brechung eines Lichtstrahls beim
Passieren eines optisch dichteren Mediums mit héherem Brechungsindex (11 < n,). Beim Eintritt in
das optisch dichtere Medium wird der Lichtstrahl zum Einfallslot und beim Verlassen wieder vom
Lot weggebrochen. (b) Dispersion eines weiffen Lichtstrahls durch ein Prisma. (c) Lichtfokussierung
durch eine konvexe Linse mit Brennweite f. Verdndert nach [7].
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2.2. Grundlagen der Lichtmikroskopie

konnen Lichtstrahlen entweder reflektieren oder, im Falle eines halbdurchladssigen Spie-
gels, Licht in einem bestimmten Wellenldngenbereich durchlassen. Die Eigenschaft
von optischen Linsen, die je nach ihrer Dicke und Kriimmung das Licht sammeln
oder zerstreuen konnen, ist durch ihren Brennpunkt definiert. In Abbildung (c) ist
eine Sammellinse (konvexe Linse) dargestellt, die z. B. zuvor parallele Lichtstrahlen
hinter sich in ihrem Brennpunkt sammelt bzw. fokussiert. Konkave Linsen hingegen
zerstreuen einen zuvor parallelen Lichtstrahl, was jedoch durch das Einbringen einer
nachfolgenden Sammellinse wieder riickgiangig gemacht werden kann. Ein schemati-
scher Aufbau eines einfachen optischen Systems zur Vergréfierung des Abbilds einer
Probe ist in Abbildung [2.7| dargestellt.

Bei der Entwicklung der ersten Mikroskope kamen als Lichtquellen das Tageslicht oder
Kerzenlicht zum Einsatz. Da es sich bei den fritheren Modellen meist um Transmissi-
onsmikroskope handelte, wurde tiblicherweise im Durchlichtmodus gearbeitet. Hierbei
wird das Licht einer Lichtquelle mit ausreichender Intensitét {iber eine Kondensorlinse
auf die Probe gerichtet. Die dadurch entstehende, moglichst homogene Ausleuchtung

Objektiv Okular Auge Retina

.
fob; v Top fox

Vergrolertes
virtuelles Bild Reales Bild

Abbildung 2.7: Bildgebung durch ein einfaches Mikroskop mit zwei eingebauten Linsen: dem Ob-
jektiv und dem Okular. Das abzubildende Objekt befindet sich links vor dem Objektiv und ist durch
einen kleinen roten Pfeil und die bei der Bildgebung entstehenden Abbilder des Objekts durch griine
Pfeile dargestellt. Die Brennweiten der Linsen sind durch foy;, f/Obj' fox und f, gekennzeichnet.
Durch das Objektiv entsteht zwischen Objektiv und Okular ein reales, invertiertes Bild des abzubil-
denden Objekts. Aus diesem invertierten Bild, das sich zwischen Brennpunkt und Okular befindet,
erzeugt das Okular auf der gleichen Seite ein vergrofertes, virtuelles Bild. Das menschliche Auge
besitzt eine weitere Linse, die das Bild auf die Retina (Netzhaut) wirft. Verdndert nach [7].
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der Probe wird auch als Hellfeld bezeichnet. Der in Abbildung dargestellte Auf-
bau kann als Grundlage der meisten heutzutage verwendeten Mikroskope angesehen
werden. Die Objektivlinse besitzt typischerweise eine kleine Brennweite, wodurch ein
vergrofiertes und invertiertes reales Abbild einer Probe erzeugt wird. Hierbei ist die
Bildgrofie invers proportional zum Abstand zwischen Objekt und Sammellinse. Das
invertierte, reale Abbild der Probe hinter dem Objektiv befindet sich meist hinter dem
Brennpunkt des Okulars. Dadurch konnen die vom Objekt stammenden Strahlen von
dieser Linse nicht mehr gebiindelt werden, d. h., die Lichtstrahlen divergieren auf der
anderen Seite der Linse. Verldngert man diese divergierenden Lichtstrahlen, so findet
sich an dem scheinbaren Ursprung, wo sie zusammenlaufen, ein virtuelles, vergrofier-
tes Bild des Objekts. Da die verlangerten Lichtstrahlen dort in der Realitédt jedoch nicht
existieren, gibt es auch keine Moglichkeit, das virtuelle Abbild mit einer Kamera einzu-
fangen. Werden allerdings die divergierenden Lichtstrahlen durch eine weitere Linse,
z. B. das menschliche Auge, wieder eingefangen und gebiindelt, so kann das Objekt
tatsdchlich wieder real abgebildet werden. Der hier gezeigte Aufbau eines Mikroskops
ist stark vereinfacht. Der Aufbau moderner Mikroskope ist weitaus komplexer, so kon-
nen z. B. in einem einzigen Objektiv bis zu zehn verschiedene Linsen eingebaut sein,
deren Material, optische Eigenschaft und Beschichtung aufeinander abgestimmt sind

[7].

2.2.3. Auflésungsgrenze

Eine charakteristische Eigenschaft jedes Mikroskops ist sein Auflosungsvermogen, wel-
ches angibt, bis zu welchem Abstand feine Strukturen der Probe noch beobachtet
werden konnen. Das Auflosungsvermogen hédngt dabei stark von der numerischen
Apertur (NA) des verwendeten Objektivs ab. Die numerische Apertur ist eine dimensi-
onslose Zahl, die angibt, wie gut ein Objektiv Licht bzw. Photonen einfangen kann [7]
und definiert tiber

 dowj
2-f’

wobei n der Brechungsindex des Immersionsmediums, f die Brennweite der Linse und

NA ~n (2.1)

dopj der Durchmesser der Eintrittspupille des Objektivs ist. Bereits im Jahr 1873 war
dem deutschen Physiker Ernst Abbe bewusst, dass die Auflosung einfacher Lichtmi-
kroskope allein nur durch die numerische Apertur, sondern auch durch die Wellenei-
genschaft des Lichts beschrénkt ist. Er ging davon aus, dass das Licht an Objekten, an
z. B. zwei Spalten, gebeugt wird und die Bildinformation des Objektes somit auf die
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2.2. Grundlagen der Lichtmikroskopie

entstehenden Beugungsmaxima aufgeteilt wird. Je mehr dieser Beugungsmaxima fiir
die Bildgebung genutzt werden konnen, desto hoher ist auch die Auflosung. Es miissen
jedoch mindestens das Maximum 0. und die Maxima 1. Ordnung eingefangen werden,
um ausreichend Informationen iiber das Objekt zu haben. Die Information {iber den
Abstand zweier Spalten ist zum Beispiel nicht im Maximum 0. Ordnung, sondern erst
in den Maxima 1. Ordnung enthalten. Abbe legte sein Auflosungskriterium in dem
nach ihm benannten Abbe-Limit [[I0] fest:

LA A
M2 n.sine 2-NA'

Hier beschreibt dpmin den minimalen Abstand, bei welchem zwei Objekte noch von-

2.2)

einander getrennt dargestellt werden konnen, A die Wellenldnge des Lichts, n den
Brechungsindex des Immersionsmediums, a den halben objektseitigen Offnungswin-
kel, bei dem das Objektiv gerade noch Licht aufsammeln kann und N A die numerische
Apertur des verwendeten Objektivs. Geht man von einem idealen Fall aus, einem op-
tischen Aufbau, optimal justiert, frei von Aberrationen, so liegt die beste erreichbare
Auflosung fiir ein Objektiv mit NA = 1 bei der Hélfte der Wellenldnge des Lichts. Dies
liegt an dem Wellencharakter von Licht und den damit verbundenen Beugungseffekten
(Abbildung (a)). Wenn eine planare Wellenfront auf einen infinitesimal diinnen
Spalt trifft, so entsteht am Spalt eine zylindrische Wellenfront. Diese kann in der zwei-
dimensionalen Ebene als Kreiswelle mit Zentrum an der Spaltposition gesehen werden.
In der Realitédt besitzt der Spalt jedoch eine bestimmte Spaltdicke, innerhalb welcher
an jedem Punkt eine solche zylindrische Wellenfront entsteht. Diese Vielzahl an Wel-

lenfronten interferiert hinter dem Spalt miteinander.

(a) Lichtquelle Airy-Scheibchen  (b) o PSF
I 3
2
L 9
I =
Objektiv Linse X >

Abbildung 2.8: (a) Durch Beugungseffekte hervorgerufene Airy-Scheibchen. (b) Die resultierende,
detektierte Punktspreizfunktion (PSF) als Funktion der Intensitit in Abhangigkeit vom Ort x. Die
Uberlagerung der PSFs zweier Punktquellen ist rot gekennzeichnet. Das Hauptmaximum der linken
PSF liegt im ersten Minimum der rechten PSE, somit ist das Rayleigh-Kriterium [52] erfiillt und beide
Objekte konnen aufgelst werden. Verdndert nach [[7]).
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Die Linsen eines Mikroskops wirken einzeln als kreisformige Blende, wodurch die
Punktspreizfunktion (PSF) einer Punktquelle durch Beugungseffekte schliefSlich auf
dem Detektor als Airy-Scheibchen wahrgenommen wird [7]. Einige Jahre nach der Fest-
legung der Abbe-Grenze stellte Lord Rayleigh im Jahre 1903 das Rayleigh-Kriterium

vor [52] (Abbildung 2.8 (b)):

0,61-A
Amin = NA (2.3)

Nach Rayleigh tiberlagern sich die Airy-Scheibchen zweier Punktquellen auf dem De-
tektor und konnen gerade noch unterschieden werden, wenn das Hauptmaximum der
einen Airy-Verteilung in das erste Minimum der anderen Airy-Verteilung félltﬂ Die
durch Abbe und Rayleigh definierte Auflosungsgrenze galt seit vielen Jahrzehnten
als uniiberwindbares Hindernis fiir die Lichtmikroskopie. Erst gegen Ende des 20.
Jahrhunderts wurde diese Barriere durch die bahnbrechenden Errungenschaften der
Wissenschaftler Stefan Hell, Eric Betzig und William Moerner {iberwunden. Zu die-
sen Errungenschaften zidhlen u. a. die hochauflésende Mikroskopietechnik STED und
die Einzelmolekiil-Lokalisationstechniken SMLM (Kapitel 2.4.3). All diese Techniken
basieren auf der Markierung der zu untersuchenden Strukturen mit fluoreszierenden
Farbstoffen. Welche fluoreszierenden Farbstoffe dafiir tiblicherweise verwendet werden
und wie sich die Lichtmikroskopie mit dem Einsatz dieser Farbstoffe weiterentwickelt
hat, wird in Kapitel 2.3 und Kapitel 2.4 niher erldutert.

An dieser Stelle ist anzumerken, dass das Auflosungsvermogen eines Mikroskops
durch Aberrationen beeinflusst werden kann. Beispielsweise durchquert das emittierte
Licht der Probe auf seinem Weg zur Kamera mehrere Medien mit unterschiedlichen
Brechungsindizes, z. B. Zellzytoplasma, Zellkulturmedium, Probentrdgermaterial und
Luft. Auf diesem Weg wird das Licht an mehreren Grenzflachen teilweise reflektiert
bzw. an Strukturen gestreut und verliert daher an Intensitit, wodurch sich auch das Auf-
16sungsvermogen verschlechtert. Zusétzlich konnen sphérische Aberrationen auftreten,
die auf der Kriimmung der verwendeten Linsen oder der Nichtiibereinstimmung der

2 Experimentell lasst sich das Auflosungsvermogen eines optischen Systems oftmals durch die mikro-
skopische Abbildung von Goldperlen oder fluoreszierenden Kugeln bestimmen. Goldperlen reflektieren
das Anregungslicht zurtick, wohingegen fluoreszierende Perlen durch das Anregungslicht zuerst in einen
angeregten Zustand versetzt werden und dann anschlieSend sogenannte Fluoreszenzphotonen emittie-
ren. Die Durchmesser solcher Messobjekte liegen typischerweise unterhalb der laut Abbe oder Rayleigh
erreichbaren Aufldsung im Bereich von 10-100nm [7]. Hierbei wird die Halbwertsbreite der an die ge-
messenen Intensititsprofile angendherten GaufSfunktion noch um die Grofle der verwendeten Kugeln
korrigiert. Das Resultat dient schliefSlich als Mafs fiir das Auflosungsvermogen eines optischen Systems.
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Immersionsmedien zwischen Linse und Probe beruhen. Diese Art der Aberrationen
kann z. B. durch den Einsatz eines passenden Immersionsmediums reduziert werden.
Bei Wasser- oder Olobjektiven liegt der Brechungsindex des verwendeten Immersi-
onsmediums hoher als bei Luft. Dadurch kann der Brechungsindexunterschied zum
Probengefafs und auch zu dem Medium, in dem sich die Probe befindet, minimiert
werden. Sind die Aberrationen wellenlingenabhidngig, so werden sie chromatische Ab-

errationen genannt.

2.2.4. Das Abtasttheorem

Ein weiteres wichtiges Bauelement eines Mikroskops, das das Auflosungsvermogen
beeinflusst, ist der Detektor, der das von der Probe kommende Signal bzw. die emit-
tierten Photonen aufzeichnet. Um die von der Probe stammenden Photonen exakt
einem Ort auf der Bildebene zuordnen zu konnen und die Probe somit unendlich
fein abzutasten, miissten unendlich viele Pixel auf engstem Raum vorhanden sein. Bei
diesem Extremfall wire das detektierte Signal der Probe jedoch mit einer zu hohen
Frequenz abgetastet worden, was man auch als ,,Ubertastung” bezeichnet [[7]. Grund
hierfiir ist einerseits die Tatsache, dass die detektierten Photonen der Probe durch Pixel-
und Hintergrundrauschen tiberlagert werden, die bei einer zu geringen Photonenzahl
pro Pixel stiarker ins Gewicht fallen. Ndheres zu den moglichen Rauscharten befindet
sich in Kapitel Um ein Signal bestimmter Frequenz reprédsentativ darstellen zu
konnen, ist es meist ausreichend, das Signal bei einer Frequenz, die mindestens dem
doppelten Wert der Signalfrequenz entspricht, abzutasten (Abbildung [2.9). Dies ist im
Nyquist-Shannon-Abtasttheorem [53] festgehalten:

VAbtast = 2 - VSignal - (2.4)

Dies gilt auch fiir Bildinformationen, da ein Signal endlicher Breite durch eine Fourier-
reihe angendhert werden kann, die sich wiederum auf das Abtasttheorem beziehen
lasst. In der Mikroskopie wird dieses Theorem vor allem im Zusammenhang mit dem
Auflosungsvermogen relevant. Somit muss die Pixelgrofie, um ein Aufldsungsvermo-
gen von 250 nm zu gewihrleisten, kleiner als 125 nm sein.

Bei der Fluoreszenzmikroskopie wird die Auflosung einer Struktur zudem durch die
Dichte der zur Markierung verwendeten Farbstoffe beeinflusst (Kapitel 2.3l und Kapitel
[2.4). Nach dem Nyquist-Shannon-Abtasttheorem muss der mittlere Abstand zwischen
den Farbstoffen mindestens halb so grof$ sein wie die gewiinschte Auflésung. Voraus-
setzung hierfiir sind jedoch 100 % funktionelle Farbstoffe, was in der Realitdt jedoch
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Amplitude

0 127 T 32r 27
Winkel

Abbildung 2.9: Veranschaulichung des Abtasttheorems anhand eines Sinus-Signals (blau). Abtast-
frequenzen, die mindestens der doppelten Frequenz des Sinus-Signals entsprechen (griin), sind aus-
reichend, um den Verlauf des Signals hinreichend gut widerzuspiegeln. Kleinere Abtastfrequenzen

(rot) konnen dies nicht mehr gewéahrleisten.

haufig nicht gegeben ist. Probleme sind u. a. eine unvollstdndige Maturierung im Fal-
le von fluoreszierenden Proteinen oder falschen Rahmenbedingungen (z. B. pH-Wert,
Puffersystem oder Temperatur). Ndhere Informationen zu fluoreszierenden Farbstoffen

befinden sich in Kapitel

2.2.5. Dekonvolution

Die Auflosung und der Kontrast digitaler Bilder kann nachtrédglich durch den geschick-
ten Einsatz von digitalen Bildbearbeitungstechniken verbessert werden. Zu diesen
mittlerweile zahlreichen Techniken z&hlt die sogenannte , Dekonvolution” [54] 55, die

im Folgenden nédher erldutert wird.
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2.2. Grundlagen der Lichtmikroskopie

Um das Prinzip der Dekonvolution besser zu verstehen, muss man den Prozess der
Bildentstehung genauer betrachten. Er beruht auf der Grundlage, dass das Bild der
Probe durch das Mikroskop eine Faltung (Konvolution) aus der effektiven Punktspreiz-
funktion PSF,, des Mikroskops und der Probe ist. Unter Einbezug von zusétzlichem
Rauschen ergibt sich:

Bild = PSFygi: ® Probe + Rauschen. (2.5)

Hierbei kann das Problem durch den Konvolutionsoperator ® als Multiplikation in den
Frequenzraum {iibertragen werden. Unter der vereinfachten Annahme einer isotropen
PSFyikr und vernachldssigbarem Rauschen ldsst sich die urspriingliche Probeninfor-
mation tiber die Relation der Fouriertransformationen aller beteiligten Funktionen

darstellen:
Probe — b1 (2.6)
PSFyfike

In der Realitdt kann das Rauschen jedoch nicht einfach vernachldssigt werden. Hier
konnen nun verschiedenste Nachbearbeitungsansitze in Erwdgung gezogen werden,
um die durch Konvolution verdnderte Originalinformation bzw. Struktur aus den Bil-
dern zuriickzugewinnen. Einer dieser Ansétze ist der auf einem iterativen Verfahren
basierende Richardson-Lucy-Algorithmus [56] 57]. Es werden insgesamt zwei Eingaben
benotigt: die Mikroskopaufnahme der Struktur und eine moglichst gut abgeschétzte
PSF des Mikroskops. Der Algorithmus versucht nun das Ausgangsbild abzuschétzen,
das nach Konvolution mit der PSF zu der eingegebenen Mikroskopaufnahme fiihrt.
Die Abschdtzung wird mit der PSF des Mikroskops gefaltet und mit dem Eingangs-
bild verglichen. Anhand des Vergleichs wird daraufhin eine neue Abschitzung erstellt.
Dieser Vorgang wird so lange wiederholt bis ein zufriedenstellendes Ergebnis erreicht
wird [B].

Abbildung zeigt an einem einfachen Beispiel, hier einer 2D-Aufnahme einer Ring-
struktur, wie die Originalstruktur mit der Kenntnis der Mikroskop-PSF durch den
Richardson-Lucy-Algorithmus rekonstruiert werden kann. Der Richardson-Lucy-Al-
gorithmus geht standardmaflig von einem signalabhéngigen Poisson-Rauschen aus
[59]]. Die Originalstruktur des Rings kann fiir das Bild, welches mit Poisson-Rauschen
iiberlagert wurde, daher besser rekonstruiert werden als im Falle von zufélligem Rau-
schen. Das Hintergrundrauschen, das in realen Messaufnahmen immer vorhanden ist
(Kapitel 2.4.3), kann Dekonvolutionsalgorithmen die Arbeit erschweren, wodurch die
Ursprungsinformation der Probe nur bedingt rekonstruierbar ist.
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Original Konvolution Dekonvolution

PSF _ PSF
*Hl- *Hl-

+ Poisson-Rauschen

Abbildung 2.10: Veranschaulichung der Konvolution und Dekonvolution von 2D-Bildern anhand
des Richardson-Lucy-Algorithmus [56] 57] durch Simulation via MATLAB-Skript. Das Originalbild
wird mit der PSF gefaltet (Konvolution) und anschliefend wieder entfaltet (Dekonvolution). Wird
das Originalbild jedoch mit Poisson-Rauschen iiberlagert, so kann das Originalbild nach der De-
konvolution nicht mehr vollstindig rekonstruiert werden. Zufélliges Rauschen verschlimmert das
Ergebnis. (Abbildungen wurden mit den MATLAB-Befehlen (MathWorks, Natick, Massachusetts)
conv2() und deconvlucy() erstellt.)

2.3. Fluoreszenzmikroskopie I: Fluoreszierende Farbstoffe
und ihre Fluoreszenz

Einfache Lichtmikroskope, bestehend aus einem optischen System aus Linsen, sind
ausreichend, um Bakterien oder rote Blutkdrperchen zu beobachten [49]. Mochte man
jedoch gezielt molekiilspezifische Substrukturen in lebenden biologischen Proben be-
trachten, d. h. im Nanometerbereich, so wird oftmals auf die Fluoreszenzmikroskopie
zuriickgegriffen. Sie ermoglicht im Vergleich zur konventionellen Lichtmikroskopie
durch den gezielten Einsatz fluoreszierender Marker, sogenannter Fluorophore, einen
besseren Kontrast und Spezifitit [60]. Die Farbe dieser Fluorophore wird durch ihr
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Farbzentrum, den Chromophor, definiert. Dieser besteht aus einem delokalisierten
Elektronensystem und kann nach Anregung durch Licht mit geeigneter Wellenlédnge
Fluoreszenzphotonen emittieren [6I]]. Die spontane Abstrahlung von Licht wird im
Allgemeinen als Lumineszenz bezeichnet [62]]. Sie wird erzeugt durch elektronische
Ubergiénge von einem angeregten Zustand in den Grundzustand. Die Fluoreszenz
ist im Grunde eine Art der Lumineszenz und wird in der Fluoreszenzmikroskopie
ausgenutzt, um Objekte im Mikrometer- oder Nanometerbereich fiir die Mikroskopie
zuganglich zu machen. Im Folgenden wird zuerst auf die besonderen Eigenschaften
sowie auf die Vor- und Nachteile einiger Fluorophore eingegangen. Danach wird der
physikalischen Hintergrund zur Anregung und zur Emission fluoreszierender Teilchen
naher erldutert.

2.3.1. Fluoreszierende Farbstoffe
2.3.1.1. Organische Farbstoffe

Um die zu untersuchende Nanostruktur nicht zu verfilschen und im Falle von Kine-
tikmessungen die Bewegungen nicht zu hindern, besitzen die geeigneten Fluoreszenz-
marker eine relativ geringe Grofie, d. h. im Bereich weniger Nanometer. Organische
Farbstoffe konnen u. a. iiber Antikérperbindung, Biotinylierung, den Einbau unnattiir-
licher Aminosduren und Affinitits-Tags an die Zielproteine konjugiert werden [63].
Problematisch ist hierbei oftmals die geringe Effizienz, unspezifisches Binden der or-
ganischen Farbstoffe oder die Notwendigkeit der Fixierung von lebenden Proben, um
u. a. Antikorper in Zellen einzuschleusen. Ein bekanntes Beispiel fiir einen organischen
Farbstoff, Alexa488 (ThermoFisher Scientific, Waltham, Massachusetts), ist in Ab-
bildung (a) abgebildet.

Alexa488 kann durch iiber eine geeignete funktionelle Gruppe in der Molekiilstruktur
(Abbildung (a) Position R) an ein Protein gebunden werden. Handelt es sich bei
der funktionellen Gruppe um eine Maleimidgruppe, so kann Alexa488-Maleimid {iber
die Thiolgruppe eines Proteins an dieses binden.

2.3.1.2. Fluoreszierenden Proteine

Neben den organischen Farbstoffen konnen Zielproteine auch mit fluoreszierenden
Proteinen (FPs) markiert werden. Naheres zur Expression von solchen Fusionskon-
strukten in eukaryotischen Zellen wird in Kapitel erldutert. Ein sehr bekannter
Vertreter der fluoreszierenden Proteine ist das griin fluoreszierende Protein GFP. Im
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Abbildung 2.11: Beispiele fiir fluoreszierende Marker: (a) Organischer Farbstoff Alexa488 [64]. Dieser
kann {tiber eine geeignete funktionelle Gruppe an der Position R (blau) an eine biologische Struktur
mit, u. a. an ein Protein, konjugiert werden. (b) Proteinstruktur von eGFP (erstellt via Jmol [65]).
(c) Chromophorstruktur des photokonvertierbaren, fluoreszierenden Proteins EosFP [66], dessen
Varianten oft zur SMLM eingesetzt werden (Kapitel 2.4.3): Mit 405 nm-Anregung kann der Chro-
mophor von EosFP von seiner griinen (Agpission = 516 nm) auf seine rote Form (Agpjgsion = 581 nm)
geschaltet werden. Dabei wird das Peptidriickgrat zwischen C, und N, des Histidins auf Position
69 gebrochen, wodurch ein grofleres delokalisiertes Elektronensystem entsteht und sich folglich die
Emissionswellenldange verandert.

Jahr 1962 wurde es als erstes, natiirlich vorkommendes, fluoreszierendes Protein von
Osamu Shimomura in der Quallenart Aequorea victoria entdeckt [I1]]. Diese Entdeckung
war bahnbrechend fiir die Fluoreszenzmikroskopie und wurde nach der Weiterent-
wicklung von GFP zum Werkzeug fiir die Biowissenschaften im Jahre 2008 schlieslich
mit dem Nobelpreis fiir Chemie honoriert [67]. Die Proteinstruktur inklusive Chromo-
phorposition von eGFP (engl. enhanced GFP [68] [69]), einer bekannten GFP-Variante,
ist in Abbildung (b) dargestellt. Der Chromophor befindet sich im Inneren der
B-Fassstruktur und wird von dieser von der Umgebung bzw. dem Einfluss des um-
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gebenden Mediums geschiitzt. Seit der Entdeckung von GFP und anderen fluoreszie-
renden Proteinen aus unterschiedlichen Organismen wurden Modifizierungen dieser
Proteine vorgenommen, um ihre photophysikalischen Eigenschaften zu dndern und zu
verbessern. Heutzutage steht eine Palette an fluoreszierenden Proteinen zur Verfiigung,
die sich iiber den gesamten sichtbaren Farbbereich erstreckt und somit Fluoreszenzex-
perimente mit mehreren Farbkandlen ermoglicht.

Besonders fiir die Einzelmolekiil-Lokalisationsmikroskopie (Kapitel sind Fluo-
rophore mit speziellen Eigenschaften vonnoten. Hohe Auflosungen werden hierbei
durch die lichtinduzierte Schaltbarkeit oder Aktivierbarkeit des Chromophors erreicht.
Fiir SMLM werden oft Varianten des photokonvertierbaren, fluoreszierenden Proteins
EosFP eingesetzt (Abbildung (c)). Da SMLM-Experimente auf Langzeitauf-
nahmen basieren und sich die Lokalisierung der Fluorophore dabei durch das Sam-
meln vieler Photonen verbessert (Kapitel , sollten die fluoreszierenden Marker
moglichst photostabil sei Photobleichung der Fluorophore kann aufgrund von Inter-
kombinationen bzw. Ubergingen vom Singulett- zum Triplettzustand (Abschnitt
oder photochemischer Veranderung [6I]] stattfinden.

2.3.1.3. Nanopartikel

Eine Alternative zu organischen Fluorophoren und Fluoreszenzproteinen bieten so-
genannte Nanopartikel aus anorganischem Material, z. B. Goldnanopartikel. Thr Zu-
standssystem und ihre Emissionswellenldnge hidngen stark von ihrer Grof3e ab, weshalb
sie leicht den individuellen Anspriichen anpassbar sind. Ein grofler Nachteil dieser
anorganischen Fluoreszenzmarker ist allerdings ihre Unloslichkeit in Wasser. Deshalb
miissen sie nach der Synthetisierung erst mit einer biokompatiblen Schicht aus z. B.
Polymeren ummantelt werden, um in biologische Proben eingebunden werden zu
konnen [61]].

2.3.2. Fluorophore und ihre Fluoreszenz

Fluoreszierende Farbstoffe besitzen ein Farbzentrum, einen sogenannten Chromophor,
der nach Anregung durch Licht passender Wellenldnge Fluoreszenzphotonen emit-
tieren kann [61]. Die Anregung kann nur stattfinden, wenn die Photonenenergie des
Anregungslichts der Energiedifferenz zwischen dem elektronischen Grundzustand und

3 Photostabilitit ist im Allgemeinen fiir alle Fluorophore von Vorteil.
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dem angeregten Zustand des Farbstoffes entspricht und die Uberginge quantenmecha-
nisch erlaubt sind [62].

Bei organischen Farbstoffen ist der Chromophor aus chemischer Sichtweise meist
ein System aus konjugierten Doppelbindungen, das, je nach Lange bzw. Grofse des
delokalisierten Elektronensystems, auf unterschiedliche Anregungswellenldngen bzw.
-energien anspricht und Fluoreszenz erzeugt. Klassisch gesehen besitzt das Farbstoff-
molekiil im Ausgangszustand eine bestimmte Ladungsverteilung und kann als Dipol
betrachtet werden. Durch die Absorption von Licht und somit Energie dndert dieser
Dipol seine Elektronenkonfiguration und die Elektronen in den Orbitalen nehmen
Energie auf, wodurch sie beschleunigt bzw. abgebremst werden. Die Beschleunigung
bzw. Abbremsung von Ladung fiihrt zur Aussendung von Licht, wobei die Stirke der
Dipolemission von der Grofie des Dipolmoments abhédngt. Im Folgenden werden phy-
sikalische Modelle zur Beschreibung des Anregungs- und Emissionsprozesses eines
Farbstoffes vorgestellt.

2.3.3. Zwei-Zustands-Modell

Zur besseren quantitativen Beschreibung wird fiir den Prozess der Absorption und
Emission von Licht nun ein semiklassischer Ansatz herangezogen. Das Molekiil, das
durch Absorption von Licht angeregt werden kann, wird quantenmechanisch als Zwei-
Zustands-System mit den Wellenfunktionen ¥; fiir den Grund- und ¥, fiir den ange-
regten Zustand und dem zeitunabhédngigen Hamilton-Operator Hy betrachtet:

(¥1|Ho|¥1) = E4 (2.7)
(Y2|Ho|Y¥2) = Es.

E; und E; représentieren die Figenenergien fiir den jeweiligen Zustand. Wird auf
das System eingewirkt, z. B. durch die Absorption eines Photons, ldsst sich der neue
Hamilton-Operator H mit einem zusétzlichen zeitabhéngigen Storungsterm V(t) zu-

sammenfassen zu:
H = Hy+ V(t). (2.8)

Der Storungsterm fiir die Wechselwirkung zwischen dem elektrischen Feld E des
einfallenden Photons und dem elektrischen Dipolmoment i mit dem Ortsoperator 7
fiir elektrische Ladungen, in diesem Fall Elektronen, kann beschrieben werden durch:

V(t)=—ji-E=—e-F-Eg-e ", (2.9)
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Unter Einbezug der Regeln der quantenmechanischen Stérungsrechnung kann die
Losung als Linearkombination der Losungen beider Zustiande formuliert werden:

Y(t) = Ci(t) - Ya(t) + Co(t) - ¥a2(b). (2.10)

Die Koeffizienten C;(f) und Cy(t) sind hierbei zeitabhédngig. Das Einsetzen des Ansat-
zes in die zeitabhidngige Schrodingergleichung,

(Ho+ V() -¥(t) = i-h- %‘I’(t), 211)
ergibt folgenden Ausdruck:
(Ho+ V() -¥(t)=i-h- ;’t (Cl(t) ¥y e BT L Co(t) -, - e—i'EZ'f/h) . (212
Diese Gleichung lasst sich umformen zu:
v _ —iEyt/n, O —iEpt/n, O
(1) - ¥(t)=i-h-(¥i-e . gcl(t) +¥5-e . ng(t) . (2.13)

Werden nun beide Seiten von links mit ¥; multipliziert und anschliefSend iiber den
Ort integriert, so folgt daraus:

, d i (Ey—Ey)-
P75 Co = (Yol VY1) - G BB (9 |VI) - Gy (2.14)

Dies ldsst sich mit den Anfangsbedingungen C; = 1 und C; = 0 vereinfachen zu:

ih- %cz = (Y| V|¥y) - e (B E) /1, (2.15)

Die Integration tiber die Zeit liefert mit der Energiedifferenz AEy; = E; — Eq:

_q R £, . ,
Co(t) = f - (¥2|fi[¥1) - Eo- /O gl (AE W)t /gy (2.16)

1 _ el(AE21 7hw)t/h

= (¥alfl[¥1) - Bo- —3p—5 (2.17)
Das Betragsquadrat von C,(f) ergibt sich zu:
Lo =2 (2-sin(AEy —h-w)-t/h)
G = |t - B - (2GR Y 218)

und wird maximal fiir AEy; — 71 - w, d. h. wenn die Energie des absorbierten Photons
der Energiedifferenz beider Energieniveaus entspricht. Der Ausdruck (‘¥|i|'¥;) steht
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fiir das sogenannte Ubergangsmatrixelement. Die Wahrscheinlichkeit fiir die Absorpti-
on kann schliefSlich definiert werden tiber:

R R
P= o [ G dw = (2l ) - Eo|

Zh'f, (2.19)
Einstein verwendet eine andere Herangehensweise, um dieses Zweizustandssystem
zu beschreiben [70]. Er ordnet in seinem Zwei-Zustands-Modell den Energieniveaus
E; und E; die entsprechenden Besetzungszahlen N; und N, zu (Abbildung . Die
zwischen den zwei Zustdnden des Systems ist durch das Plancksche Wirkungsquantum
h und die Frequenz v definiert als:

AEyy =E,—Ei=h-v >0. (2.20)

Das Molekiil kann Strahlung der Frequenz v nur absorbieren, wenn Gleichung
erfiillt ist. Diesen Vorgang nennt man induzierte Absorption, gekennzeichnet durch
den Einsteinkoeffizienten Bj,. Die Anderung der Population des Zustandes niedriger
Energie durch Absorption eines Photons ist sowohl abhdngig von seiner Besetzungs-

zahl als auch von der Photonenanzahl und der Photonenenergie, d. h. der spektralen
Strahldichte u(v):

tthl = B12 : N1 : M(U). (221)

Ebenso konnen Elektronen im Zustand E; durch ein Strahlungsfeld zur stimulierten
Emission veranlasst werden, d. h., sie kehren unter Emission eines Photons nach E; zu-
riick. Die Populationsdnderung des Zustands hoherer Energie durch stimulierte Emis-
sion ist durch seine Besetzungszahl, den Einsteinkoeffizienten fiir stimulierte Emission

E,
A
By u(y) Az
hyr
VAVA 2
NP NP AN NP
By, u(y)
E, 4 \ 4
Absorption stimulierte Emission spontane Emission

Abbildung 2.12: Zwei-Zustands-Modell nach Einstein und die zugehorigen Einsteinkoeffizienten
By, fiir induzierte Absorption, By; fiir stimulierte Emission und Ajy; fiir spontane Emission. u(v)
steht fiir die spektrale Strahldichte.
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By1 und die spektrale Strahldichte gegeben:

%N;ﬁm = By - Ny - u(v). (2.22)

Ein Molekiil bzw. Atom im angeregten Zustand kann seine Anregungsenergie auch
spontan durch die spontane Emission eines Photons abgeben. Die zugehorige Wahr-
scheinlichkeit ist in diesem Fall unabhdngig von der spektralen Strahldichte und ledig-
lich tiber die Besetzungszahl des Zustands hoherer Energie und dem Einsteinkoeffizi-
enten fiir spontane Emission Aj; definiert:

d
EN?O“ = Ay - Np. (2.23)

Betrachtet man die Anderungen der Besetzungszahlen, so folgt:

dN dN:
Ttl = _th = —Np-Byp-u(v) +No-Boy - u(v) + Ny - Ay (2.24)
Im Falle des thermodynamischen Gleichgewichts d% = —% = 0 ergeben die Ande-

rungen der Besetzungszahlen null, woraus folgender Zusammenhang entsteht:

Nz . B12 . M(T/)

— = . 2.25
N1 Ap+ By -u(v) (2.25)

Aus der thermischen Besetzung der Energieniveaus nach der Boltzmann-Statistik ldsst
sich dieser Ausdruck umschreiben zu:

AE
No_ & -3¢ (2.26)
Ni &1

wobei kg die Boltzmann-Konstante, T die Temperatur und g; der Entartungsgrad der
Energie bzw. des jeweiligen Zustandes ist. Das Umstellen und Auflosen der Formel
nach der spektralen Strahldichte ergibt:

A

u\v) = .

(2.27)

Im Grenzfall fiir sehr grofie Temperaturen T — oo geht die spektrale Strahldichte
ebenfalls gegen unendlich #(v) — oo und die Besetzungszahlen N; und N, gleichen
sich an. Im Folgenden wird die Entartung der Energieniveaus nicht berticksichtigt und
zur Vereinfachung g1 = g» = 1 gesetzt. Aus Gleichung [2.25|folgt schlieflich:

Bip = By;. (2.28)
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Mit der Ndherung fiir sehr kleine Frequenzen ldsst sich die Exponentialfunktion um-
schreiben zu:

AE
AExn/(ksT) — 1 21 2.2
e + ks T (2.29)

Eingesetzt in Gleichung folgt mit AEy; = h-v:

_ Apckg- T

Der Vergleich der Koeffizienten mit dem Rayleigh-Jeans-Gesetz [71] liefert schlielich:

Ay 8w h0?

= 2.31
Hieraus lasst sich die Plancksche Strahlungsformel [72] ableiten:
e hed
-7 hv (2.32)

u(v) = 3 (kT 1)’

wobei c fiir die Lichtgeschwindigkeit steht. Betrachtet man nun wieder den Fall der
induzierten Absorption, so ergibt sich aus der Beziehung

d
%Pz = B]2 : M(V) (233)

mit dem Ausdruck fiir die Strahlungsdichte

|Eo|?
= 2.34
u(v) = g - (2.34)
fiir den Einsteinkoeffizienten der induzierten Absorption:
. 16 - 712
Bio = |(Y2lf[¥1)|- v (2.35)

Die induzierte Lichtabsorption hingt somit von der Strahlungsdichte u(v) und der
sogenannten Dipolstirke D1, ab mit

D1y = |(¥a|fi[¥1)]*. (2.36)

2.3.4. Beispiele einfacher delokalisierter Elektronensysteme
2.3.4.1. Elektron in einem unendlichen Potentialtopf

Fluoreszierende Molekiile besitzen alle eine Gemeinsamkeit: sie weisen ein delokali-
siertes Elektronensystem auf. Dieses basiert meist auf einem System bestehend aus
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alternierenden Einfach- und Doppelbindungen, in welchem sich die sogenannten -
Elektronen frei bewegen konnen. Das delokalisierte Elektronensystem einer Kette aus
alternierenden Einfach- und Doppelbindungen, kann stark vereinfacht als Potential-
topf mit Lange L = (2- Npp + 1) - dcc betrachtet werden. Hierbei ist dcc der Abstand
zwischen den Kohlenstoffatomen und Npp die Anzahl der Doppelbindungen. Das Po-
tential, in dem ein Elektron in Abhdngigkeit vom Ort x gefangen ist, ldsst sich dann

definieren als:

0 0<x<L
V(x) = .
oo x<0undx >L

Die stationdre Schrodingergleichung lasst sich in diesem Fall wie folgt schreiben:

(2.37)

42
_Z-m.@

wobei m die Elektronenmasse, E die Eigenenergie eines Zustands und h = -2 - 7t das

¥(x)+ (V(x)—E)-¥(x) =0, (2.38)

Plancksche Wirkungsquantum ist. Da die Wellenfunktion tiberall stetig sein muss,

verschwindet die Wellenfunktion an den Boxgrenzen:
¥(0) =0und ¥(L) =0. (2.39)
Im Inneren der Box folgt fiir die Gleichung

g2
_2-m‘ﬁ

Diese Differentialgleichung kann umgeformt werden zu

¥(x) = E-¥(x). (2.40)

¥ (x)+ K- ¥(x) =0 (2.41)

und besitzt mit k = \/2-m - E/h* und unter Einbezug der Randbedingung die
Losung fiir die Wellenfunktion:

2 . T-n-X
= \/<2'NDB+1) ~dcc .Sln<(2'NDB+1) 'dcc>' 242)

Hierbei entspricht n der Quantenzahl des Zustandes. Das Einsetzen der Wellenfunktion

in Gleichung fiihrt schliefflich zu den erlaubten Energiewerten:
n?-h?

" 8-m-(2-Npp+1)2-d2.

E (2.43)
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2.3.4.2. Elektron auf einem Ring

Viele fluoreszierende Farbstoffe besitzen jedoch komplexere 7r-Elektronensysteme, die
u. a. aus aromatischen Ringen aufgebaut sind. Fiir diesen Fall kann das Modell eines
Teilchens auf einem Ring mit Radius R herangezogen werden. Das Teilchen soll sich
nur auf dem Ring frei bewegen konnen:

oo sonst

Vigp,r) = {0 =K (2.44)

Bei einem konstanten Radius ergibt sich fiir die Schrodingergleichung fiir den relevan-
ten Bereich auf dem Ring mit ¢ als Winkel fiir die Zylinderkoordinaten:

h? d?
R dT)ZT((P) = E-¥(¢). (2.45)

Diese Differentialgleichung kann umgeformt werden zu:
Y (¢) +k*-¥(p) =0 (2.46)

mit k = v/2-m- E - R/h. Die normierte Losung der Wellenfunktion ldsst sich schreiben
als:

Y(¢) = e (2.47)

Die Randbedingung ¥(¢) = ¥ (¢ +2- ) fordert, dass k ganzzahlig sein muss k € Z,
damit die Wellenfunktion nach einem Umlauf auf dem Ring wieder denselben Funktion
entspricht. Fiir die Energien des Teilchens auf dem Ring erhédlt man:

K2 - K2

“ TR (2.48)

Mit diesem einfachen Modell kann die Absorptionswellenldnge fiir einige Fluoropho-
re abgeschétzt werden. Beispielsweise besitzt der organische Farbstoff Alexa488 (Ab-
bildung (a)) 14 mr-Elektronen in seinem Chromophorsystem. Das delokalisierte
Elektronensystem dieses Fluorophors kann stark vereinfacht als Kreis mit einem Ra-
dius R =3,12 A betrachtet werden. Hierbei wurde von einer mittleren Lange einer
C-C-Bindung von 140 pm [73] ausgegangen. Da sich nach dem Pauli-Prinzip auf einem
Energieniveau zwei Elektronen mit entgegengesetztem Spin befinden kdnnen, gibt es
insgesamt 4 besetzte Energieniveaus, wovon alle bis auf das unterste Niveau (k = 0)
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entartet sind. Zur Berechnung der Absorptionswellenlinge ist der Ubergang von k = 3

zu k = 4 entscheidend:

2

_ h 2 2\ —19
AEjy = 50 - (42 = 3%) =44 x 107, (2.49)

Dies entspricht einer Absorptionswellenldnge von etwa 450 nm und liegt fiir das stark
vereinfachte Modell doch sehr nahe am fiir Alexa488 bekannten Absorptionsmaximum
von 499 nm [74] mit einer Abweichung von etwa 10 %. Somit kann das Modell fiir ein
Teilchen auf einem Ring durchaus Aufschluss tiber die zu erwartende Absorptions-
wellenldnge geben und dient auf jeden Fall als Maf$ zum Vergleich von Chromophor-
systemen: Je ldnger bzw. grofier das delokalisierte Elektronensystem ist, desto mehr
verschiebt sich die Absorptionswellenldnge in den energiedrmeren, roten Wellenlan-
genbereich.

2.3.5. Jablonski-Termschema

Bisher wurde zur Vereinfachung lediglich ein Zwei-Zustands-System betrachtet, in
der Realitdt sieht das Energieniveausystem eines Molekiils jedoch weitaus komplexer
aus und kann anhand eines Jablonski-Diagramms dargestellt werden [7] (Ab-
bildung 2.13). Bei der Absorption von Lichtquanten geeigneter Energie werden die
Elektronen im delokalisierten Elektronensystem des Molekiils verschoben und in ein
hoheres Energieniveau versetzt, das System wird also vom elektronischen Grundzu-
stand, dem Singulett-Zustand Sy, in einen der angeregten Singulett-Zustande S; oder
S, angehoben.

Der Vorgang der Absorption findet im Vergleich zu den darauffolgenden Prozessen
sehr schnell statt (1 x 10~'°s) und endet meist auf hsheren Schwingungszustanden
v; (i >0, i € Z.p), auch vibronische Zustiande genannt. Aus diesen relaxiert das Sy-
stem strahlungslos (vibronische Relaxation, 1 x 1071 - 1 x 107!2s) auf den niedrigsten
Schwingungszustand v des Zustands S; bis es schliefilich, z. B. mit der Emission eines
Photons (Fluoreszenz, 1 x 1077 -1x10"? s), in den Grundzustand fallt. Fiir einen An-
regungszustand existieren allerdings noch andere Ubergangsmoglichkeiten zwischen
verschiedenen Energieniveaus. Im Prozess der inneren Umwandlung (IU) wird die
Zustandsenergie tiber Stofie mit dufleren Molekiilen oder tiber vibronische Relaxati-
on reduziert. Bei der Interkombination (IK) findet ein strahlungsloser Ubergang von
einem angeregten elektronischen Zustand in einen anderen Anregungszustand mit
verdnderter Multiplizitit statt, z. B. von einem angeregten Singulett- in einen angereg-
ten Triplettzustand. Diese Uberginge sind quantenmechanisch verboten und finden
daher selten statt, da die Spinmultiplizitdt nicht erhalten bleibt (Auswahlregeln). Der
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Abbildung 2.13: Jablonski-Termschema zur Veranschaulichung der photophysikalischen Vorgéange
im Chromophor eines Fluorophors. Zeitskalen aus [77] iibernommen.

Triplettzustand hat wiederum die Moglichkeit, tiber Interkombination und vibroni-
sche Relaxation in den Grundzustand iiberzugehen. Ein weiterer moglicher Effekt ist
die Fluoreszenzausloschung (Q) (engl. quenching), bei der es aufgrund von Kollisionen
oder Komplexbildungen mit einem zur Fluoreszenzausloschung fahigen Molekiil (engl.
quencher) zu einem Energieverlust kommt. All diese Prozesse sind nichtradiativ und
stehen in direkter Konkurrenz mit der Fluoreszenz (F), wodurch nicht nur die Lebens-
dauer T des angeregten Zustands, sondern auch die Energie bzw. die Frequenz des
emittierten Photons verkiirzt werden.

Die Lebensdauer des angeregten Zustands S; vor der Riickrelaxation in den Grundzu-
stand Sy wird auch als Fluoreszenzlebensdauer bezeichnet und ist definiert tiber:

1
T= .
ke + ko + kik + ko(Q)

(2.50)

In den Nenner geht die Summe der Ratenkoeffizienten ky aller moglichen Ubergangs-
prozesse X des angeregten Zustands (kg, kiu, ki, kq) ein. Die Fluoreszenzlebensdauer
T hdngt sowohl von den radiativen als auch von den nichtradiativen Prozessen ab und
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wird daher von der Umgebung und den moglichen Wechselwirkungen des Farbstoffs
beeinflusst. Fiir die Quantenausbeute ®f, die das Verhiltnis von absorbierten gegen-
iiber emittierten Photonen angibt, ergibt sich unter Einbezug der fiir die Fluoreszenz
zur Verfligung stehenden Zeit schliefSlich:

kg

P =
BT ke + ki + ki +ko(Q)

—kp-T. (2.51)

Mit steigender Anregungsintensitit werden zunehmend mehr Uberginge in angeregte
Zustande S, und T,, moglich. Ebenfalls steigt dadurch die Wahrscheinlichkeit, dass der
Fluorophor seine Fahigkeit zur Fluoreszenz ginzlich verliert und photobleicht, d. h.,
er wird photochemisch verdndert, u. a. bis hin zur Schadigung des Chromophors. Die
Wahrscheinlichkeit der Photobleichung ist durch die fiir die Photobleichung spezifi-
sche Quantenausbeute ®pg gegeben. Sie gibt die mittlere Anzahl der Photonen an, die
vor dem Eintritt der Photobleichung absorbiert werden miissen, und kann bei mode-
raten Laserintensitdten und einer wohldefinierten chemischen Umgebung fiir einen
Fluorophor als konstant betrachtet werden [7].

2.3.6. Stokes-Verschiebung

Wie zuvor erwdhnt, kann der Chromophor eines Farbstoffes nach Anregung einen Teil
der absorbierten Energie durch strahlungslose Prozesse wie vibronische Uberginge
und durch die Wechselwirkung mit dem umgebenden Medium verlieren. Dadurch
besitzt das emittierte Photon im Vergleich zum absorbierten Photon meist eine kleinere
Energie bzw. eine grofiere Wellenldnge und ist somit rotverschoben. Diese energetische
Differenz zwischen dem absorbierten und emittierten Photon wird auch als Stokes-
Verschiebung bezeichnet, entdeckt im Jahr 1852 von dem namensgebenden britischen
Wissenschaftler George Stokes [78].

Die Stokes-Verschiebung kann aufierdem durch die Wechselwirkung des Chromo-
phors mit dem umgebenden Losungsmittel verstarkt werden. Dieses Phanomen ldsst
sich durch die unterschiedlichen Dipolmomente von Grundzustand und angeregtem
Zustand erldutern. Bei Anregung des Chromophors dndert sich sein Dipolmoment,
d. h. sein Elektronensystem, und unter Umstdnden auch die rdumliche Struktur des
Fluorophors. Handelt es sich um ein polares Losungsmittel, so sind die Losungsmit-
telmolekiile, die den Chromophor umgeben, unmittelbar nach der Anregung nicht
mehr passend zu dessen Dipolmoment ausgerichtet. Aufgrund der relativ langen Le-
bensdauer des angeregten Zustands konnen sich die Losungsmittelmolekiile an das
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Dipolmoment anpassen, woraufhin der angeregte Zustand stabilisiert wird. Durch die
Umorientierung der Molekiile geht ein Teil der Energie verloren und es stellt sich ein
Zustand niedrigerer Energie ein. Beim Ubergang des Fluorophors in seinen Grund-
zustand verdndert sich sein Dipolmoment erneut. Die den Chromophor umgebenden
Losungsmittelmolekiile sind jedoch an das Dipolmoment des angeregten Zustands
angepasst und miissen sich wieder umorientieren bis ein Energieminimum erreicht
wird. Somit befindet sich der Fluorophor vorerst in einem energetisch hoheren Zu-
stand als der final erreichbare Grundzustand, in den der Fluorophor durch erneute
Umorientierung der Losungsmittelmolekiile iibergehen kann.

2.3.7. Das Franck-Condon-Prinzip bei Absorption und Emission

Wie schon im Jablonski-Termschema aufgezeigt, gibt es nicht nur elektronische Zustan-
de, sondern auch durch Molekiilschwingungen hervorgerufene, weitaus feiner energe-
tisch getrennte Zustande. Diese beruhen auf den chemischen Bindungen des Molekiils
und werden je nach Schwingungsart als vibronische Zustdnde oder Rotationszustan-
de bezeichnet. Angesichts der weitaus grofieren Masse der Atomkerne im Vergleich
zu den Elektronen schwingen sie um einen Faktor 10* langsamer als die Elektronen
und konnen deshalb quasi als stationdr angesehen werden [79]. Daher kann nach
der Born-Oppenheimer-Niherung [80] die Gesamtwellenfunktion des Molekiils durch
zwei voneinander unabhangige Wellenfunktionen fiir die sich bewegenden Elektronen
¢(7,R) und die quasi ruhenden Kerne ¢(R) ausgedriickt werden.

¥(7,R) = ¢(7,R) - ¢(R), (2.52)

wobei 7 fiir den Ort des Elektrons und R fiir den Ort des Atomkerns steht. Das Uber-
gangsdipolmoment kann mit der Born-Oppenheimer-Ndherung somit in zwei unab-
hédngige Integrale aufgespalten werden:

Mig=—c- [ 9i(?)-7- g7 [ 47 (R) - ¢u(R)- R, (253)

Das zweite Integral ist das Uberlappungsintegral der Eigenfunktionen der Schwingun-
gen und wird auch als Franck-Condon-Integral bezeichnet [79]. Es ist ein Mafs fiir
die Wahrscheinlichkeit eines Ubergangs zwischen zwei Zustinden in Abhingigkeit
von der Kernkoordinaten. Unter Beriicksichtigung der Born-Oppenheimer-Nédherung
und der Tatsache, dass sich der Kernabstand nach elektronischer Anregung veran-
dert, ist die Ubergangswahrscheinlichkeit, d. h. der Uberlapp der Eigenfunktionen der
Schwingungen, beim Ubergang von vibronischen Grundzustinden des Sy in vibronisch
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angeregte Zustdnde des S; am grofsten. Dieser Zusammenhang ist in Abbildung
ndher dargestellt.

Anzumerken ist, dass die Form des Absorptionsspektrums mit zunehmender Anzahl
moglicher Uberginge komplexer wird. Absorptionsspektren weisen infolge thermi-
scher Effekte und der bisher nicht beriicksichtigten Rotationszustinde fiir Ubergénge
zwischen dem Grundzustand bei v = 0 und dem ersten angeregten Zustand keine
diskreten Maxima auf, sondern sind verbreitert [81]. Meist wird das Absorptionsspek-
trum in der Literatur als Spiegelbild des Emissionsspektrums dargestellt. In der Realitét
kann das Absorptionsspektrum jedoch, je nach Art des Molekiils, von der Form des
Emissionsspektrums abweichen [79]. In diesem Kontext gibt es ein weiteres molekiil-
spezifisches Spektrum, das dem Absorptionsspektrum sehr dhnelt: Das Anregungs-
spektrum. Bei der experimentellen Bestimmung beider Spektrenarten werden Molekii-
le durch Einstrahlung von Licht mit definierter Wellenldnge angeregt. Abgerastert wird
meist ein breites Anregungsspektrum. Der grofie Unterschied beider Messungen liegt
allerdings in der Art und Weise, wie die Anregung bzw. Lichtaufnahme quantifiziert
wird. Bei der Absorptionsspektroskopie wird, wie der Name schon sagt, das Absorp-

(@ a (b) a
.GZ'J) S, E
2 v=2 < S1
w ©
v=1 =
v=0 E
£
So‘ /
v=2
v=1
v=0 So
Kernkoordinaten Wellenlange i

Abbildung 2.14: Franck-Condon-Prinzip bei Absorption und Emission. (a) Schematische Darstellung
des Franck-Condon-Prinzips an einem fiktiven Molekiil. Zu sehen sind die Potentialkurven fiir einen
Grundzustand Sy und einen angeregten Zustand S; mit jeweils drei vibronischen Zustdanden und den
dazugehorigen Wellenfunktionen. Nach dem Franck-Condon-Prinzip sind durch die vergleichsweise
schnelle Elektronenbewegung zu der Kernbewegung nur vertikale Uberginge erlaubt. Der Uberlapp
beider Kernwellenfunktionen ist hierbei ein Maf fiir die Ubergangswahrscheinlichkeit. (b) Das
zugehorige Absorptions- (blau) und Emissionsspektrum (griin) stellen in diesem vereinfachten
Modell das Spiegelbild voneinander dar. Verédndert nach [[7].
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tionsverhalten eines Materials gemessen, d. h., wie viel der Lichtintensitdt durch die
Probe absorbiert wird. Beim Anregungsspektrum wird hingegen die Intensitdt der
Fluoreszenzemission bei einer festgelegten Emissionswellenldnge in Abhédngigkeit von
verschiedenen Anregungswellenldngen gemessen. Naheres zu der Messmethode wird
in Kapitel [3.2] erldutert.

2.4. Fluoreszenzmikroskopie II: Mikroskopietechniken

Uber die letzten Jahrzehnte hat sich die Fluoreszenzmikroskopie zu einem der wich-
tigsten Werkzeuge zur Abbildung von lebenden Proben entwickelt. Die Frage, welche
Mikroskopietechnik sich am besten fiir ein bestimmtes Experiment eignet, hangt jedoch
von dem jeweiligen Kontext ab. Allgemein gibt es vier Hauptkriterien, die bei der Mi-
kroskopie von biologischen Proben beachtet werden sollten, jedoch in der Realitdt nicht
simultan optimierbar sind: Aufnahmegeschwindigkeit, raumliche Auflosung, Detekti-
onsempfindlichkeit und die Lebensfahigkeit bzw. der Zustand der biologischen Probe
[82]. Zum einen befinden sich lebende Zellen in stindiger Bewegung, zum anderen
kann die Illumination der Probe durch Photobleichung freie Radikale erzeugen und zu
toxischen Effekten fiihren [83]. Die Bewegung der Probe kann durch Fixierung mittels
Paraformaldehyd minimiert werden, wodurch sich zwar das Signal-Rausch-Verhiltnis
verbessert, die Probe sich jedoch in einem biologisch wenig relevanten Zustand be-
findet und im Grunde lediglich totes, biologisches Material darstellt. Dies kann eine
Mafinahme sein, falls nur ein bestimmter zeitlicher Zustand der Probe von Interesse ist,
jedoch gehen jegliche Informationen von dynamischen Prozessen verloren. Auch miis-
sen andere Kriterien wie z. B. die Dicke und Beschaffenheit der Probe, die relevante
Zeitskala der zu beobachtenden biologischen Prozesse, die benotigte Beobachtungs-
zeitspanne sowie die gewiinschte Anzahl von Farbkandlen beachtet werden. In vielen
Fallen wird es kein Mikroskopsystem geben, das allen Anspriichen gerecht wird. Eine
vorausschauende und gut iiberlegte Auswahl des passenden Mikroskopsystems ist

daher essenziell.

2.4.1. Weitfeld- und Konfokalmikroskopie

Unter den Fluoreszenzmikroskopietechniken gibt es unterschiedliche Ansdtze zur Pro-
benbeleuchtung und zur Detektion des Probensignals. Im Allgemeinen gibt es zwei
grundlegende Mikroskopietechniken, auf denen die meisten fortgeschrittenen Mikro-
skope beruhen: Die Weitfeld- und Konfokalmikroskopie (Abbildung[2.15).
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Abbildung 2.15: Vereinfachte Darstellung des Aufbaus eines Weitfeld- und Konfokalmikroskops.

Der einfachste, giinstigste und am héufigsten verwendete Mikroskopaufbau ist das
Weitfeldmikroskop. Hierbei wird die gesamte Probe oder zumindest ein grofier Bereich
der Probe simultan mit Licht beleuchtet. Ubernimmt eine einzige Linse die Aufgabe
des Objektivs und der Kondensorlinse, so wird von einem Epifluoreszenzmikroskop
gesprochen [[7]. Meist handelt es sich dabei um ein inverses Mikroskop, bei dem sich
das Objektiv aus praktischen Griinden unterhalb der Probe befindet. Durch das Ob-
jektiv wird die Probe nicht nur beleuchtet, sondern auch das von der Probe emittierte
Fluoreszenzlicht, welches zum Objektiv gelangt, eingefangen. Ein Vorteil von Epifluo-
reszenzmikroskopen ist die Tatsache, dass im Gegensatz zu Transmissionsmikroskopen
ein Grofiteil des Anregungslichts durch die Probe transmittiert und somit das Licht
im Detektionspfad nicht iiberlagert. Der Anteil des Anregungslichts, der aufgrund von
Streuung wieder vom Objektiv eingefangen wird, kann durch den geschickten Einsatz
eines dichroitischen Spiegels vom Emissionslicht der Probe getrennt werden. Um jegli-
che Uberreste des Anregungslichts schliellich ganzlich auszuschlieen, wird zusétzlich
ein Farbfilter, der nur einen bestimmten Frequenzbereich des Lichts passieren ldsst, vor
dem Detektor eingebaut. Die Moglichkeit der vollstaindigen Separation von Anregungs-
licht und Emissionslicht ist einer der grofiten Vorteile der Epifluoreszenzmikroskopie
gegeniiber der Transmissionsmikroskopie.
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Das gefilterte Fluoreszenzlicht der Probe wird schliefllich von einem Detektor, meist
durch eine EMCCD-Kamera (engl. electron-multiplying charge-coupled device) mit hoher
Quanteneffizienz von tiber 95 % [84]], detektiert. Aufgrund der hohen Quanteneffizienz
einer EMCCD-Kamera koénnen nahezu alle Fluoreszenzphotonen erfolgreich detektiert
werden. Bei Detektoren mit geringerer Quanteneffizienz miissten mehr Fluoreszenz-
photonen von der Probe generiert werden, um dieselbe Anzahl von detektierten Photo-
nen zu erreichen. Dafiir miisste die Probe ldnger beleuchtet oder hohere Laserintensi-
taten verwendet werden, was mit einer erhchten Strahlenbelastung fiir die biologische
Probe einhergeht. Ein erheblicher, nicht zu vernachlédssigender Nachteil eines Epifluo-
reszenzmikroskops bleibt allerdings bestehen: die grofsraumige Beleuchtung der Probe.
Folglich {iiberlagern sich die Signale aus den Probenbereichen unter- und oberhalb
der Detektionsfokusebene, wodurch sich nicht nur die Auflosung, sondern auch die
Tiefenscharfe verschlechtert. Zudem wird die Probe auch in Bereichen beleuchtet, die
sich nicht im Detektionsfokus befinden, wodurch die Probe schnell photobleicht.

Marvin Minsky beantragte im Jahr 1957 schliefilich ein Patent, in dem seine Entwick-
lung eines zu dieser Zeit neuartigen Mikroskops beschrieben wird, das Konfokal-
mikroskop [85]. Dieses Mikroskop bietet gegeniiber dem Weitfeldmikroskop einige
Vorteile:

Im Gegensatz zum Weitfeldmikroskop wird nur ein kleines Volumen in der Probe
durch einen fokussierten Laserstrahl angeregt. Dieses Volumen wird auch als Belich-
tungsvolumen bezeichnet. Um schliefSlich ein Bild eines grofieren Bereichs der Probe
rekonstruieren zu kdnnen, wird entweder die Probe bewegt oder der fokussierte Laser-
strahl tiber die Probe gerastert [7]; letzteres findet am héufigsten Anwendung.

Das emittierte Fluoreszenzsignal wird nun nicht durch eine EMCCD-Kamera, sondern
durch einen Photoelektronenvervielfacher (engl. photomultiplier tube, PMT) oder durch
eine noch empfindlichere Avalanche-Photodiode (engl. avalanche photon detector, APD)
detektiert. Beide Detektoren sind in der Lage, die ankommenden Photonen in ein elek-
trisches Signal umzuwandeln und dieses anschlieflend um einige Grofsenordnungen
zu verstarken. Dadurch kann der Kontrast erheblich verbessert werden.

Ein grofer Vorteil des Konfokalmikroskops ist die im Vergleich zum Weitfeldmikroskop
niedrigere Laserlichtbelastung und somit schonendere Belichtung fiir biologische Pro-
ben, zumindest in lateraler Richtung. Kernstiick eines Konfokalmikroskops ist die im
Detektionspfad, in der Fokusebene des Objektivs eingebaute Lochblende, die Streulicht
im Strahlengang unterdriickt. Dadurch werden stérende Signale aus anderen Bereichen
der Probe abgeblockt und somit das Signal-Rausch-Verhéltnis verbessert. Der Laserfo-
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kus kann die Probe sowohl in lateraler als auch in axialer Richtung abrastern, wodurch
3D-Aufnahmen der Probe moglich sind. Die Aufnahme einer bestimmten Probenregion
kann mit einem Konfokalmikroskop sehr zeitaufwendig sein, da die Aufnahmezeit von
dem Abrastervorgang abhidngt. Die Aufnahme der Probe muss erst digital rekonstru-
iert werden bis sie betrachtet werden kann. Dieser Prozess ist weitaus komplizierter
als bei einem Weitfeldmikroskop.

Ebenfalls in vielen biologischen Laboren anzutreffen ist das Spinning-Disk-Konfokal-
mikroskop, eine erweiterte Variante des Konfokalmikroskops, das eine schnellere Auf-
nahme von Bildern erméglicht (Abschnitt [3.3).

2.4.2. Auflésungsvermégen von Konfokalmikroskopen

Das Auflosungsvermogen eines optischen Systems hingt in der Realitdt von weitaus
mehr Faktoren als nur der numerischen Apertur oder der Wellenldnge des Lichts ab.
Um diese Komplexitdt besser nachzuvollziehen, ist es wichtig, festzuhalten, dass in
einem Konfokalmikroskop insgesamt zwei Punktabbildungen stattfinden (Abbildung
2.16). Zum einen wird das Anregungslicht auf einen Punkt auf der Probe fokussiert,
der nicht als Punkt erscheint, sondern vielmehr als Intensitdtsverteilung. Dort entsteht
die sogenannte Punktspreizfunktion der Beleuchtung PSFgj, deren Grofie und Form
von der numerischen Apertur des Objektivs, der Wellenldnge des Lichts und den Ab-
errationen durch die eingebauten optischen Elemente abhédngt. Zum anderen wird das
von einem Punkt im Objektraum emittierte Licht auf dem Detektor als PSFpet detek-

Keine Lochblende
oder d s> 1AE dg=0,25AE

Abbildung 2.16: Beleuchtungs- und Detektions-PSF eines Konfokalmikroskops in Abhéngigkeit des
Lochblendendurchmessers dy g. Verédndert nach [7].
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tiert, welche analog von den oben genannten Faktoren, nun aber zusétzlich von der
Lochblende des Konfokalmikroskops beeinflusst wird. Die aus PSFge) und PSFpe; re-
sultierende effektive Punktspreizfunktion PSFy kann mathematisch durch die Faltung
beider PSFs gewonnen und durch folgenden Ausdruck dargestellt werden [86] [87]:

PSFef(7) = PSFpel (¥) ® PSFpet(7). (2.54)

Die effektive Punktspreizfunktion ist in den meisten Fallen kleiner als die Punktspreiz-
funktion der Beleuchtung, PSF.i(7) < PSFge (7). Die Punktspreizfunktion der Detekti-
on eines Konfokalmikroskops basiert auf der Punktspreizfunktion des Fluoreszenzsi-
gnals und der Lochblende. Fiir das tatsdchlich erreichbare Auflosungsvermogen eines
Konfokalmikroskops ist daher die Grofie der Lochblende entscheidend. Die Lochblen-
de blockiert Lichtstrahlen, die von aufSerhalb des Fokus kommen und verbessert da-
durch das Signal-Rausch-Verhiltnis erheblich. Ihre Grofie wird meist in Airy-Einheiten
(AE) angegeben, wobei eine Airy-Einheit gerade dem Durchmesser der mittleren Airy-
Scheibe entspricht. Besitzt die Lochblende einen Durchmesser dig von 1 AE, so wird
nur die mittlere Airy-Scheibe durchgelassen. Somit werden die Neben-Scheibchen
zweier nahe beieinander liegender Punktquellen geblockt und folglich der Kontrast
verbessert [7]. Die untere Grenze fiir den Lochblendendurchmesser liegt bei etwa 0,25
AE, da bei diesem Wert die Punktspreizfunktionen der Beleuchtung und Detektion

nahezu identisch sind.

2.4.3. Einzelmolekiil-Lokalisationsmikroskopie

Konfokalmikroskope bieten zwar einige Vorteile gegentiber Weitfeldmikroskopen, eig-
nen sich allerdings nicht fiir jede Fragestellung bzw. jedes Experiment. Ende des 20.
Jahrhunderts wurde von Eric Betzig [88] eine besondere Technik der Weitfeldlichtmi-
kroskopie, die Einzelmolekiil-Lokalisationsmikroskopie (engl. single-molecule localiza-
tion microscopy, SMLM), realisiert, wofiir er im Jahr 2014 schliefdlich mit dem Nobel-
preis fiir Chemie ausgezeichnet wurde. Das grundlegende Prinzip der Einzelmolekiil-
Lokalisationsmikroskopie, welches die Auflosung von Nanostrukturen unterhalb der
Auflosungsgrenze ermdglicht, wird im Folgenden néher erldutert.

Nahern sich zwei punktféormige Lichtquellen einander, sodass ihr Abstand in etwa
oder sogar weniger als die Breite ihrer Punktspreizfunktion betrdgt, so konnen sie
effektiv nicht mehr voneinander unterschieden werden [7]]. Die Intensitdtsverteilung
einer einzelnen Punktquelle hingegen kann jedoch mit einer GaufSkurve angenéhert
und dadurch die Position des Farbstoffs bestimmt werden.
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Geht man nun von einer dicht mit Fluorophoren markierten Nanostruktur aus (Abbil-
dung (a)), so erscheint die Struktur nach Anregung mit einem Anregungslaser der
Wellenldnge Aanr. auf der Mikroskopaufnahme verschwommen. Wére es nun moglich,
die Fluorophore nacheinander oder zumindest nur eine kleine, gut verteilte Unter-
gruppe an aktiven Fluorophoren pro Bildaufnahme anzuregen und deren Positionen
auszulesen (Abbildung (b)), so konnte die Nanostruktur schliefSlich nach dem
Sammeln und der Uberlagerung aller Fluorophorpositionen rekonstruiert werden (Ab-
bildung (b)).

Voraussetzung hierfiir ist die Existenz eines Dunkelzustands dieser Farbstoffe, in wel-
chem sie nicht in der Lage sind, zu fluoreszieren. Mittels Aktivierungslaser mit der
Wellenldnge A,x:. kann in Abhdngigkeit von der Laserleistung eine kleine Untergruppe
der Fluorophore in einen vom Anregungslaser anregbaren Zustand geschaltet werden.
Nach dem Photobleichen oder Ubergang dieser Farbstoffe in einen Dunkelzustand
wird der Vorgang der Positionsbestimmung weiterer Fluorophorgruppen solange wie-
derholt bis die Positionen aller Farbstoffe der Nanostruktur bestimmt wurden (Ab-
bildung (b)). Fiir die Rekonstruktion von Nanostrukturen mittels Einzelmolekiil-
Lokalisationsmikroskopie sind meist mehrere tausend Mikroskopaufnahmen nétig. Die
Anzahl héngt hierbei von der Anzahl und den photophysikalischen Eigenschaften der
Fluorophore sowie auch von der Aufnahmezeit pro Bild ab. Solch ein System, in wel-

(a) (b) Aakt, ~ 10°%-10* Bilder
N

ed

7

Q;

Abbildung 2.17: Fluoreszenzmarkierte KIT-Nanostruktur: (a) Eine konventionelle Weitfeldbeleuch-
tung der Probe fiihrt zur zeitgleichen Uberlagerung aller Fluorophorsignale und daher zum Ver-
schwimmen der Nanostruktur, die nun nicht mehr aufgeldst werden kann. (b) Mittels SMLM kdnnen
die Positionen einer kleinen Untergruppe an aktiven Fluorophoren pro Bildaufnahme ausgelesen
und nach der Auswertung von meist mehreren tausend Bildern schliefllich die Nanostruktur rekon-
struiert werden.
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chem die Fluorophore kontrollierbar nacheinander ausgelesen werden konnen, ist die
Grundlage der Einzelmolekiil-Lokalisationsmikroskopie.

Die tatsdchlich erreichbare Auflésung hidngt am Ende jedoch von zwei Grofsen ab:
der Lokalisationsprézision und -genauigkeit [89, O0]. Beim wiederholten Messen ei-
ner Position ist die Lokalisationsprézision definiert durch die Breite der Verteilung an
ermittelten Positionen in Bezug auf deren Mittelwert (Abbildung [2.18). Die Lokalisa-
tionsgenauigkeit hingegen ist durch die Abweichung der realen Position des Fluoro-
phors von dem errechneten Mittelwert gegeben und kann u. a. durch chromatische
Aberrationen hervorgerufen werden. Hierbei wird die Kenntnis der realen Position
des Fluorophors vorausgesetzt, welche ohne weitere Referenzpunkte in den meisten
Messungen unbekannt ist. Die Lokalisationsprézision oy lédsst sich {iber die folgende
Formel berechnen [91]:

5 s? a? 8. m-st b2
log +

2 = + . 2.55)
Y N, total 12 - N, total ‘ZZ N, total (

Hierbei ist Niyta die Anzahl detektierter Photonen, s die Standardabweichung der 2D-
Gaufsverteilung der Photonen, hervorgerufen durch Schrotrauschen, a die durch den
Detektor vorgegebene Pixelgrofie und b das Rauschsignal pro Pixel. Letzteres wird vor
allem von Auslesefehlern, dem Dunkelrauschen der Pixel oder anderen Quellen unge-
wiinschter Fluoreszenz, u. a. Autofluoreszenz der Zellen, beeinflusst. Die Lokalisierung
von Ereignissen mit niedriger Photonenanzahl hiangt demnach stark von Hintergrund-
signalen ab; die von Ereignissen mit hoher Photonenausbeute hingegen hauptsédchlich
vom Schrotrauschen der Photonen. Bei einem perfekten Detektor, ohne grofien Einfluss
von Pixel- und Hintergrundrauschen, wiirde daher die Lokalisationspréazision nur vom
ersten Term und somit von der Standardabweichung der PSF und der Anzahl detektier-
ter Photonen abhdngen. Mit steigender Anzahl detektierter Photonen verbessert sich
demnach die Lokalisationsprazision mit:

S

V N total .

In einem realen Experiment besitzt ein Detektor jedoch eine begrenzte Detektionseffi-

Oxy O (2.56)

zienz. Zudem kann Hintergrundrauschen das detektierte Signal dominieren und die
Photonenausbeute pro Fluorophor, besonders bei fluoreszierenden Proteinen im Ver-
gleich zu organischen Farbstoffen, gering ausfallen. All diese Faktoren wirken sich
somit negativ auf die Lokalisationsprézision aus. Im Beispiel fiir einen Fluorophor mit
Emission bei 500 nm, der im Schnitt 10° Photonen emittiert, bevor er bleicht, konnte
die Lokalisationsprézision im besten Fall etwa 1,6 nm erreichen [92]. Durch die meist
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Fluorophor

Lokalisations- Lokalisations-
prazision genauigkeit

Abbildung 2.18: Schematische Darstellung der Lokalisationsprézision und -genauigkeit. Verdndert

nach [89].

geringe Detektionseffizienz (< 5%) kann die tatsdchlich detektierte Anzahl der Pho-
tonen in Gleichung besser durch Nioy = Ppr/Ppp abgeschitzt werden. Hierbei
ist ®pp die Wahrscheinlichkeit fiir Photobleichung eines Fluorophors pro absorbiertem
Photon und ®pg die Detektionseffizienz. Der Kehrwert von ®pg spiegelt die mittlere
Anzahl der Anregungs-/Emissionszyklen wider, die ein Fluorophor erreichen kann,
bevor er photogebleicht wird. Im Gegensatz zu der Wahrscheinlichkeit fiir Photoblei-
chung von organischen Farbstoffen (®pg = 107 - 10~°) fallt die Wahrscheinlichkeit
von fluoreszierenden Proteinen grofler aus (Ppp = 10~°), wodurch sich die Lokalisati-
onsprézision verschlechtert. Leider sind Strukturen im Inneren von lebenden Zellen fiir
Antikodrper-Farbstoffverbindungen nur durch Fixierung der Probe zugénglich, wodurch
keine Bildaufnahmen von Strukturen lebender Proben moglich wéren. Fluoreszierende
Proteine hingegen ermoglichen die Einfarbungen von Proteinen in lebenden Zellen,
haben jedoch den Nachteil einer geringen Photonenausbeute, die zu einer geringen Lo-
kalisationsprézision fiihrt. Dies ist ein weiteres Beispiel dafiir, dass nicht alle moglichen
Messgrofsen eines fluoreszenzmikroskopischen Experiments beliebig genau bestimmt
werden kénnen und an einigen Stellen Kompromisse getroffen werden miissen, um die
tiir die Anforderung optimale Herangehensweise zu finden. Die zwei SMLM-Techniken
PALM (engl. photoactivated localization microscopy) und STORM (engl. stochastic optical
reconstruction microscopy) basieren im Grunde auf derselben Herangehensweise, unter-
scheiden sich jedoch in der verwendeten Farbstoffgruppe und Probenpréparation. Um
Strukturen in einem Bereich von 250 nm x250nm bei 20nm Auflosung darzustellen,
muss nach dem Nyquist-Abtasttheorem (Vaptast > 2 - Vsignal, Kapitel die Struktur
mindestens alle 10nm mit einem funktionellen Fluorophor versehen sein. Der we-
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sentliche Unterschied zwischen PALM und STORM liegt im Grunde in der Art des
Fluorophors, der fiir die Markierung von Nanostrukturen zum Einsatz kommt. Bei
PALM werden Biostrukturen oder Zielproteine in Zellen, meist durch das Einbringen
von Fremd-DNA und anschlieflender Proteinexpression, gezielt mit fluoreszierenden
Proteinen markiert. Im Vergleich dazu wird bei STORM mit organischen Farbstoffen
gearbeitet. Der Chromophor des zur Markierung verwendeten Fluorophors wird durch
einen Aktivierungslaser als erstes lichtinduziert in einen aktiven Zustand gebracht. Von
dort aus kann er dann durch einen Laser mit passender , Abfragewellenldnge” angeregt
werden und die daraufhin emittierten Fluoreszenzphotonen kénnen detektiert werden.
Organische Farbstoffe sind jedoch den fluoreszierenden Proteinen in Bezug auf photo-
physikalische Eigenschaften meist iiberlegen, u. a. sind sie heller und mit geeigneten
Puffersystemen photostabiler. Ein typischer Vertreter fiir organische Farbstoffe ist der
photoschaltbare Farbstoff Cy5 der Cyanin-Farbstofffamilie mit einer Photonenausbeute
von etwa 3000 Photonen [93] pro Fluorophor. Zum Erreichen der Photoschaltbarkeit
von Cy5 wird der Probe meist ein Reduktionsmittel mit Thiolgruppen hinzugegeben.
Fiir eine moglichst hohe Photostabilitdt des Fluorophors werden die Experimente bei
moglichst niedrigen Sauerstoffkonzentrationen in der Probenumgebung durchgefiihrt
[94]. Im Gegensatz zu den organischen Farbstoffen fiir STORM hat sich fiir PALM tiber
die Jahre u. a. mEosFPthermo als Fluorophorvariante [95, 6] bewéhrt. mEosFPthermo
ist ein photokonvertierbares, fluoreszierendes Protein und kann durch Licht mit ei-
ner Wellenldnge von 405nm aktiviert werden, d. h. von seinem griin- in seinen rot-
emittierenden Zustand {tiberfiihrt werden. Der Ausleselaser, typischerweise bei einer
Wellenldnge von 561 nm, ist nun in der Lage die rote Version von mEosFPthermo zur
Fluoreszenz anzuregen. Die Aktivierungswahrscheinlichkeit von mEosFPthermo kann
durch die Intensitdt des 405 nm-Laserlichts beeinflusst werden. Somit ist es moglich,
die Dichte von aktivierten Fluorophoren zu regulieren und die aufeinanderfolgende
Anregung kleiner Fluorophor-Untergruppen zu gewdhrleisten. Nach dem Auslesen
aller Fluorophore und der Ansammlung von meist mehreren tausend Bildern kénnen
am Ende die Positionen aller funktioneller Fluorophore und somit die Nanostruktur

rekonstruiert werden.

2.4.3.1. Interne Totalreflexion

Trotz Einsatz von schaltbaren oder aktivierbaren Fluorophoren kénnen hohe Hinter-
grundsignale die Einzelmolekiil-Lokalisationsmikroskopie erheblich erschweren und
das Signal-Rausch-Verhiltnis reduzieren. Befinden sich die Nanostruktur oder die
Zielproteine in unmittelbarer Ndhe zur Glas- bzw. Probengefdfioberfliche, z. B. auf
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der Membran einer Zelle, so kann interne Totalreflexion (engl. total internal reflection,
TIR) genutzt werden, um den storenden Einfluss von Hintergrundsignalen aus an-
deren Ebenen zu minimieren. Bei konventionellen Weitfeld-Mikroskopen wird der
Laserstrahl auf den hinteren Fokuspunkt des Objektivs fokussiert, wodurch ein kol-
limierter Lichtstrahl entsteht, der fiir eine gleichméflige Beleuchtung der Probe sorgt
(Abbildung (a)). Wird der Laserstrahl jedoch von seiner urspriinglichen Strahlach-
se abgelenkt, sodass er schrdg auf die Oberfliche des Probengefafles trifft, reduziert
sich die Eindringtiefe der Weitfeldbeleuchtung erheblich (Abbildung (b)). Diese
Art der Beleuchtung wird auch HILO-Modus (engl. highly inclined and laminated opti-
cal sheet) genannt [97]. Sobald der Laserstrahl einen kritischen Winkel erreicht, wird
der Hauptstrahl zum Objektiv zuriickreflektiert (Abbildung (c)). An der Grenz-
flaiche wird ein evaneszentes, elektromagnetisches Feld erzeugt, dessen Intensitiat mit
der Eindringtiefe in die Probe exponentiell abfallt. Nur Fluorophore, die sich im Be-
reich der Eindringtiefe des evaneszenten Felds befinden, werden angeregt. Die typische
Eindringtiefe eines evaneszenten Felds liegt bei etwa 150 —250 nm. Stérende Fluores-
zenzsignale oberhalb dieser Eindringtiefe werden somit erheblich reduziert und das
Signal-Rausch-Verhiltnis dadurch verbessert.

(a) Epifluoreszenz (b) HILO (c) Interne Totalreflexion

'\ Ivariabel ) 4~150 - 200 nm

Unterhalb des
0° Winkel kritischen Winkels Kritischer Winkel

Abbildung 2.19: Unterschiedliche Beleuchtungsmodi eines Weitfeldmikroskops: (a) Bei der Epifluo-
reszenzbeleuchtung wird die ganze Probe durchleuchtet. (b) Weicht der Laserstrahl von der Strahl-
achse ab, so reduziert sich die Eindringtiefe der Beleuchtung. (c) Féllt der Laserstrahl unter einem
kritischen Winkel ein, so wird er an der Grenzfldche Probengefaf3-Probe reflektiert, wobei auf der
Probenseite ein evaneszentes Feld mit typischer Eindringtiefe im Bereich von etwa 150 —250 nm [61]]
entsteht. Verdndert nach [[Z].
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2.5. Bindungsaffinitat von Ligand und Rezeptor

Die folgenden Abschnitte beschéftigen sich mit den Grundlagen der Bindungstheorie
von Liganden und Rezeptoren [08H100]. Die Bindungsaffinitit ist hierbei das Mag fiir
die Stiarke einer Bindung zwischen zwei Proteinen. Im Folgenden werden ausschlief3-
lich die Bindungs- (Assoziation) und Trennungsprozesse (Dissoziation) von nicht ko-
valenten Protein-Protein-Bindungen betrachtet. Das Bindungsgleichgewicht zwischen
einem Liganden L und seinem Rezeptor R bei einer bestimmten Temperatur wird be-
schrieben durch die folgende Reaktionsgleichung mit den zwei Ratenkoeffizienten kx
(Assoziationsratenkoeffizient) und kp (Dissoziationsratenkoeffizient):
L+R =2 IR, (2.57)
kp
Befindet sich das System jedoch noch nicht im Gleichgewicht, z. B. direkt nach der
Zugabe von freien Liganden, so dndert sich die Konzentration an Ligand-Rezeptor-
Komplexen mit der Zeit wie folgt:
d[LR]
dt

wobei [L] die Liganden-, [R] die Rezeptorkonzentration und [LR] die Konzentration an

— ka-[L]-[R] ~ kp- [LR], (2.58)

Ligand-Rezeptor-Komplexen ist. Nach einer gewissen Zeit kehrt das System wieder in
einen Gleichgewichtszustand zurtick, der durch die Gleichgewichtskonstante K4, auch

Assoziationskonstante genannt, definiert werden kann:

_ LR (259

K= LR

Meistens wird die Starke einer Bindung nicht durch die Assoziationskonstante, sondern

durch die Dissoziationskonstante Kp angegeben:

LR _ 1k 260)

Ko =SR] " Ka = fa’

Zur Bestimmung der Dissoziationskonstante miissen lediglich die Fraktion an gebun-
denen Komplexen iiber die freie Ligandenkonzentration aufgetragen und die freie
Ligandenkonzentration gefunden werden, bei der die Hilfte an Rezeptoren einen Li-
ganden gebunden haben (Abbildung 2.20). Die Dissoziationskonstante hat sich aus
diesem Zusammenhang als Mafs fiir die Starke einer Bindung bewéhrt. Starke, nicht
kovalente Bindungen zwischen Proteinen besitzen eine Kp im Bereich von wenigen
Piko- bis Nanomol pro Liter (10712 M bis 10~? M), schwache Bindungen hingegen eine
Kp im Bereich von einigen Millimol pro Liter (1073 M).
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Abbildung 2.20: Verlauf einer typischen Bindungskurve zwischen einem Liganden (griin) und sei-
nem Rezeptor (rot) bei konstanter Temperatur (isotherm). Der Anteil von gebundenen Rezeptor-
Ligand-Komplexen ist auf die Gesamtkonzentration an Rezeptoren normiert ([LR]/([R]+[LR])) und
in Abhingigkeit von der freien Ligandenkonzentration [L] dargestellt. Die freie Ligandenkonzenrati-
on wurde hierbei auf die Dissoziationskonstante Kp normiert.

2.5.1. Bestimmung der Bindungsaffinitat durch
Bindungskinetikexperimente

Die Bindungsaffinitdt von Liganden und ihren Rezeptorproteinen in lebenden Zellen
kann mit Hilfe von simplen, jedoch oftmals zeitlich aufwendigen Bindungskinetikex-
perimenten mittels fluoreszenzmikroskopischer Zeitrafferaufnahmen bestimmt werden.
Fiir diese Art von Experimenten miissen die Rezeptor- und Ligandenproteine in zwei
unterschiedlichen Farbkanélen fluoreszenzmarkiert werden. Die Ligandenproteine kon-
nen in Form von konditioniertem Medium geerntet und das Medium anschliefSend
zu den Zellen, die die Rezeptorproteine exprimieren, hinzugegeben werden. Um die
Bindungskurve moglichst exakt rekonstruieren zu konnen, sollte es moglich sein, Da-
tenpunkte im Bereich der Sittigung aufzunehmen ([L] = 100 - Kp). Zudem muss die
Konzentration an freien Liganden in Losung [L] bei jedem Experiment genau bekannt
sein. Bei fluoreszenzmikroskopischen Bindungsreihen an lebenden Zellen wird typi-
scherweise der Anstieg (Assoziation) oder die Abnahme (Dissoziation) des Fluoreszenz-
signals der Rezeptor-Ligand-Komplexe an der Zellmembran im Liganden-Farbkanal
gemessen. Dieser Intensitdtsverlauf wird normiert durch das Fluoreszenzsignal an der
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Zellmembran im Rezeptor-Farbkanal. Der Anstieg bzw. die Abnahme der Fluoreszenz-
signals an der Zellmembran im Ligandenkanal ist proportional zum Anstieg bzw. zur
Abnahme der Konzentration an Rezeptor-Ligand-Komplexen [LR]. Die Anpassungs-
funktionen, die unter dieser Annahme fiir den Assoziations- oder Dissoziationsprozess
verwendet werden kénnen, werden im Folgenden nédher erldutert.

Fiir Systeme, die sich noch nicht im Gleichgewicht befinden, gilt die inhomogene Diffe-
rentialgleichung Fiihrt man nun ein Dissoziationsexperiment durch, so lédsst sich
zunichst die Dissoziationsrate kp bzw. ihr Kehrwert, die Zeitkonstante der Dissoziation
tp bestimmen. Hierfiir miissen lediglich alle freien Liganden eines sich im Gleichge-
wicht befindenden Rezeptor-Ligand-Systems z. B. durch einen Komplettaustausch der
Losung in der Probenkammer entfernt werden ([L] = 0M). Dadurch zerfallen die vor-
handenen Ligand-Rezeptor-Komplexe mit der Zeit in Abhdngigkeit von der Dissozia-
tionsrate. Der Startwert fiir die Konzentration an Komplexen ist durch [LR] gegeben.
Beschrieben wird dieser Dissoziationsprozess schliefSlich durch folgende vereinfachte
Differentialgleichung:

d[LR]

dt

Die Losung dieser Differentialgleichung ist ein exponentieller Zerfall:

= —kp - [LR]. (2.61)

[LR] = [LR]g-e ™. (2.62)

Passt man nun diese Funktion an die gemessenen Datenpunkte an, so kann die Disso-
ziationsrate ermittelt werden.

Die zur Bestimmung der Bindungsaffinitdt noch fehlende Assoziationsrate kann ex-
perimentell durch Bindungsreihen bestimmt werden. Dafiir wird der freie Ligand in
jeweils unterschiedlicher Konzentration zu den Rezeptoren hinzugefiigt. Wichtig hier-
bei ist es, das Experiment so zu konzipieren, dass die Konzentration an freien Liganden
bekannt ist und wahrend der Messzeit moglichst konstant bleibt. Dies kann u. a. durch
eine niedrige Zelldichte im Probengefafs und ausreichender Menge an Ligandenldsung
erreicht werden. Im Folgenden wird die Funktion zur Anpassung der Datenpunkte der
Assoziationsexperimente hergeleitet. Aus der Annahme, dass sich die Rezeptorkonzen-
tration wahrend des Bindungsexperimentes nicht dndert, folgt:

[R]o = [R] + [LR]. (2.63)
Eingesetzt in Gleichung erhilt man daraus:

d[LR] _

o = —(ka-[L]+kp) - [LR] +ka - [L]- [R]o- (2.64)
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Fiir das Losen dieser Gleichung wird zuerst ein homogener ([LR],) und anschliefend
ein partieller ([LR],) Losungsansatz gewahlt:

[LR] = [LR]p, + [LR]p. (2.65)

Als homogener Losungsansatz wird eine Exponentialfunktion aufgestellt mit C;, € R

als reelle Konstante:
[LR]j, = Cp - e~ katho)t, (2.66)
Beim partiellen Ansatz wird hingegen eine reelle Konstante C, € R angenommen:
[LR]p = Cp. (2.67)

Durch die Zugabe von Liganden einer bestimmten Konzentration [L] steigt die Konzen-
tration an gebildeten Komplexen von [LR]y = 0 mit der Zeit auf ein Séttigungsplateau
[LR]max geméas:

[LR] = [LR]max - (1 — ¢ FAbeon 1), (2.68)

Der bei einer bestimmten Ligandenkonzentration [L] apparenter Ratenkoeffizient ka,,,
(Kehrwert der beobachteten Zeit der Assoziation) hdngt mit der Assoziationsrate ka,
der freien Ligandenkonzentration und mit der Dissoziationsrate kp iiber folgende Glei-

chung zusammen:

ka  =ka - [L] + kp. (2.69)

app

2.6. Diffusion von Teilchen

In Fliissigkeit suspendierte Teilchen fiihren standig unregelméafiige Eigenbewegungen
aus und diffundieren fortlaufend von einem Ort zum anderen. Dieser Prozess wird als
Brownsche Molekularbewegung bezeichnet und beruht auf der thermischen Bewegung
der Molekiile des Losungsmittels, die zu Stofsen mit den schwereren suspendierten
Teilchen fiihrt. Im Jahr 1905 lieferte Einstein hierzu das mathematische Modell des
,Random Walks” [107]. Reduziert man die Bewegung eines Teilchens auf eine Dimen-
sion, so legt es aufgrund der Stofle in sehr kleinen zeitlichen Abstianden Schritte in
positiver oder negativer Richtung zuriick (Abbildung[2.21](a)). Es gibt hierbei keine Vor-
zugsrichtung, da die Stofle und daraus resultierenden Bewegungsschritte unabhangig
voneinander stattfinden. Daraus ergibt sich eine Wahrscheinlichkeit von 50 % (p = 1/2)
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(a)

Abbildung 2.21: (a) eindimensionaler ,Random Walk” eines Teilchens auf der Position s mit der
Wahrscheinlichkeit g nach links und p nach rechts zu gehen. (b) Saffman-Delbriick-Modell fiir die
Diffusion von membrangebundenen Proteinen. Hierbei werden die Proteine als in die Membran
gebettete Zylinder mit Radius R angenommen [102] [I03].

fiir die Bewegung in positiver oder negativer Bewegungsrichtung. Wenn das Teilchen
bei t = 0 bei der Position s = 0 startet, so hat es sich innerhalb eines Zeitintervalls At
um eine Strecke Ax in positiver Richtung mit der Wahrscheinlichkeit p bewegt. Fiir die
negative Richtung ergibt sich daraus eine Wahrscheinlichkeit von 1 — p. Befindet sich
das Teilchen nach N gleich grofien Schritten bei Position s, so hat es eine Anzahl von r
Schritten in positiver (rechts) und I Schritten in negativer Richtung (links) zuriickgelegt
mit N = r+1 = s+ 2-1. Die Wahrscheinlichkeit, dass sich das Teilchen nach At bei s
befindet, kann mit

N-—s N +s
= 5 und r = > (2.70)
durch eine binomiale Wahrscheinlichkeitsverteilung beschrieben werden:
_ N! r I _ N! r N—r

—r)-rl
Fiir eine unendlich grofie Anzahl von Schritten kann die Binomialverteilung durch eine
Normalverteilung angendhert werden:

1 _ 2
P(x,t) :m -e 4'D't, (272)
wobei d die Dimensionen des ,Random Walks” angibt. Fiir das Teilchen ergibt sich
aus p = 1/2 eine mittlere zuriickgelegte Strecke von (x) = 0 . Die Varianz von P(x,t)

entspricht der mittleren quadratischen Verschiebung des Teilchens:
(x*y=2-d-D-t. (2.73)

Hierbei steht D fiir den Diffusionskoeffizienten des Teilchens in Losung. Das Modell
der normalen Diffusion reicht oftmals nicht aus, um die Diffusion von fluoreszenzmar-
kierten Teilchen in biologischen Proben ausreichend zu beschreiben. Grund hierftir
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2.6. Diffusion von Teilchen

sind z. B. der aktive Teilchentransport oder die sterischen Behinderung der Teilchendif-
fusion. Die mittlere quadratische Verschiebung kann daher allgemeiner ausgedriickt

werden durch
(x*y=2-d-T-t* (2.74)

mit I' als verallgemeinerter Diffusionskoeffizient und « als Anomalieparameter: an-
omale Subdiffusion (« < 1), Brownsche Diffusion (x = 1) und anomale Superdiffusion
(« > 1) [104]. Die Diffusion von Teilchen in Losung kann verglichen werden mit der Dif-
fusion von hypothetischen Kugeln mit gleichen Diffusionseigenschaften. Dabei ist zu
beachten, dass das fiir die Diffusion relevante Volumen nicht allein durch den Radius
des Teilchens gegeben ist, sondern auch durch die elektromagnetische Wechselwirkung
mit dem umgebenden Losungsmittel. Dadurch wird der hydrodynamische Radius Ry
der hypothetischen Kugeln in der Regel grofier ausfallen als der tatsdchliche, durch die
atomare Struktur definierte Radius der Teilchen. Der hydrodynamische Radius kann
durch die Stokes-Einstein-Gleichung [[101] ermittelt werden:

kg-T

D:6_7T';7(T)‘RH, (2.75)

wobei kg die Boltzmann-Konstante, T die Temperatur in Kelvin und #7(T) die Visko-
sitdt des Losungsmittels ist. Da die Formel explizit und implizit durch die Viskositét
von der Temperatur abhédngt, konnen Diffusionskoeffizienten nur verlédsslich ermit-
telt werden, wenn die Temperatur wahrend der Messzeit konstant gehalten wird. Die
Stokes-Einstein-Gleichung bezieht sich auf die Diffusion von Teilchen in drei Dimen-
sionen und kann nicht ohne Weiteres auf die meist weitaus komplexere Diffusion
von membrangebundenen Proteinen angewandt werden. Im Jahr 1975 fanden Saffman
und Delbriick [102] in diesem Zusammenhang eine logarithmische Abhingigkeit des
Diffusionskoeffizienten von dem Radius R eines als Zylinder angenommenen, mem-
brangebundenen Proteins [103] (Abbildung (b)):

kg-T Mem * hviem
= - | In — . 2.76
4‘7T'77Mem’hMem [ 77F1'R ’Y] ( )

Hierbei stehen #nem, #7p flir die Viskositaten der Membran EI und der membranumge-
benden Fliissigkeit, hirfem fiir die Dicke der Membran und « fiir die Euler-Mascheroni-
Konstante. Anderungen im Radius von Membranproteinen fithren nach diesem Modell,

4 Oftmals wird die Membranviskositit als Produkt aus der Membranhohe und der effektiven Lipid-
viskositit angegeben [103].
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selbst nach Bindung von grofien Bindungspartnern, nur zu sehr geringen Anderungen
ihrer Diffusionskoeffizienten. Ramadurai et al. [105] konnten in ihren Experimenten an
integralen Membranproteinen in grofien unilamellaren Vesikel das Saffman-Delbriick-
Modell bestdtigen. Im Gegensatz dazu fanden Gambin et al. [106] fiir Membranproteine
empirisch ein Diffusionsverhalten, das der Stokes-Einstein-Beziehung stark dhnelte:

_ kB'T'/\char
~ 4-7-5(T)-Ry-h’

(2.77)

wobei A,y fir die charakteristische Léngeﬂ steht, die aus ,Dimensionsgriinden”
eingefiihrt wurde. Guigas und Weiss [107] zeigten in ihren Simulationen in Uberein-
stimmung mit Hughes et al. [108], dass die D o 1/R-Beziehung erst fiir grofie Mem-
branproteine (R ~10nm) zum Tragen kommt.

2.7. Fluoreszenzkorrelationsspektroskopie

In den letzten 40 Jahren hat sich die Fluoreszenzkorrelationsspektroskopie (engl. fluo-
rescence correlation spectroscopy, FCS), die von Madge, Elson und Webb entwickelt
wurde, zu einer vielseitig angewandten Methode in der Biophysik etabliert. Mittels FCS
konnen nicht nur Aussagen iiber die kinetischen und thermodynamischen Eigenschaf-
ten von fluoreszierenden Molekiilen in Losung getroffen werden, sondern auch tiber
deren Konzentrationen und Molekiilmasse. Dariiber hinaus werden FCS-Messungen
auch zur Untersuchung von Protein-Protein-Wechselwirkungen angewandt. Dadurch
konnen nicht nur die Assoziations-, Dissoziations- und chemische Ratenkonstanten,
sondern auch die Diffusionskonstanten von Proteinen in Losung oder an der Zellmem-
bran bestimmt werden [110]. FCS basiert auf der Analyse von Intensitatsfluktuationen,
die durch die Diffusion von fluoreszenzmarkierten Teilchen durch ein kleines Beob-
achtungsvolumen (~ fl) hervorgerufen werden. Voraussetzung fiir die erfolgreiche
Detektion von Intensitédtsfluktuationen sind niedrige Teilchenzahlen im nanomolaren
Bereich. Mittlerweile bieten einige Mikroskophersteller kommerziell erhéltliche FCS-
Mikroskope inklusive Bedienungs- und Auswertungssoftware an, die FCS-Messungen
tiir viele Labore leicht zugénglich machen. FCS-Messungen von fluoreszenzmarkierten
Teilchen in Losung sind im Allgemeinen recht simpel. Im Vergleich dazu gibt es bei
FCS-Messungen an Zellmembranen einige zusatzliche Herausforderungen, worauf in
den folgenden Abschnitten nidher eingegangen wird.

5 Die charakteristische Lange ist ein Maf fiir die Komplexitit der Membran. Da die Membranvisko-
sitdt schwer festzulegen ist, kann die charakteristische Lénge auch nur abgeschitzt werden [106].
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2.7.1. Klassische Fluoreszenzkorrelationsspektroskopie

Das Prinzip der Fluoreszenzkorrelationsspektroskopie basiert auf der statistischen Ana-
lyse von zeitlichen Intensitdtsfluktuationen, die von Partikelfluktuationen in einem
ausreichend kleinen Ensemble innerhalb eines Beobachtungsvolumens herriihren [I11].
Andere Methoden zur Messung von Diffusionskoeffizienten und Reaktionsraten ba-
sieren auf Relaxationsexperimenten, die einen Ausgangszustand erfordern, von dem
ausgehend eine Riickrelaxation in den Gleichgewichtszustand des Systems beobacht-
bar ist. Die FCS bietet, im Gegensatz dazu, die Moglichkeit, diese Informationen in
einem System zu messen, das sich bereits im Gleichgewichtszustand befindet. Die
Teilchenkonzentration in einem wohl definierten Volumen der Probe ist in solch ei-
nem System im zeitlichen Mittel konstant. Betrachtet man jedoch ein viel kleineres
Subvolumen an aufeinanderfolgenden Zeitpunkten, so diffundieren Molekiile durch
Brownsche Bewegung in das Subvolumen hinein und wieder heraus. Folglich sind
im Subvolumen Teilchenfluktuationen wahrnehmbar. Sind diese Teilchen nun zusitz-
lich fluoreszenzmarkiert, so fluktuiert nicht nur ihre Konzentration, sondern auch das
gemessene Fluoreszenzsignal um einen Mittelwert E} Diese Fluoreszenzfluktuationen
konnen schliefilich via FCS einer statistischen Analyse unterzogen werden. Fiir kon-
ventionelle FCS-Messungen bedarf es eines konfokalen Mikroskopaufbaus mit einem
wohldefinierten fokussierten Laserstrahl, der in Kombination mit dem Detektionsobjek-
tiv ein effektives Beobachtungsvolumen bildet, durch das die fluoreszierenden Teilchen
diffundieren. Die Anzahl von Teilchen N im Beobachtungsvolumen ist zu jeder Zeit
durch die Poisson-Verteilung gegeben. Es ergibt sich fiir die Wurzel der mittleren

quadratischen Fluktuation der Teilchenanzahl N:

VIBN)?) VN =(N))?) 1 (2.78)

Somit wird klar, dass bei steigender Teilchenanzahl im Beobachtungsvolumen die re-
lativen Fluktuationen abnehmen, d. h., das fiir die FCS-Analyse benétigte Signal geht
im Messrauschen unter. Die mittlere Teilchenanzahl, die sich zu einem Zeitpunkt im
Beobachtungsvolumen befindet, liegt bei FCS-Messungen typischerweise zwischen 0,1
und 1000, was bei einem Beobachtungsvolumen von etwa einem Femtoliter einem
Konzentrationsbereich von 1nM bis 1uM entspricht [112]. Die untere Grenze wird

6 Teilchenfluktuationen im Beobachtungsvolumen konnen auch durch chemische Reaktionen hervor-
gerufen werden, sofern die chemische Reaktion eine Anderung der Teilchenanzahl eines Reaktants zur
Folge hat. Diese Art von FCS-Experimenten sind jedoch etwas komplizierter, da nun neben der Diffusion
der Teilchen auch noch die Kinetik der chemischen Reaktion berticksichtigt werden muss.
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letztendlich durch das vorherrschende Hintergrundsignal bestimmt. Fluoreszierende
Teilchen, die beim Diffundieren den Laserfokus passieren, werden angeregt und emit-
tieren Photonen, die durch das optische System gesammelt und auf einen Detektor
geleitet werden. Wenn die Umgebungsbedingungen und mittlere Konzentration der
fluoreszierenden Teilchen innerhalb der Messzeit Tyess konstant bleiben, so fluktuiert
die Fluoreszenzintensitit F(f) um einen Mittelwert:

(F(£) = —— . /OTMCSSF(t)dt. (2.79)

TMess

Die Fluktuationen 0F(t) stehen im direkten Zusammenhang mit der Dynamik der
diffundierenden, fluoreszierenden Teilchen und kénnen mathematisch mit folgendem
Ausdruck beschrieben werden [112]:

SE(t) = (E(t)) — E(t) = Ppet- /V Innreg (F) - OTE(7) - 6(c®C(7,£))dV. (2.80)

Hierbei entspricht Ppe der Detektionseffizienz und (o - @ - C(7,t)) den unterschiedli-
chen Ursachen von Fluoreszenzfluktuationen im Beobachtungsvolumen (do: Fluktuatio-
nen im molekularen Absorptionsquerschnitt, ®: Fluktuationen der Quantenausbeute,
0C(7,t): Konzentrationsfluktuationen). Letzteres ist durch das Produkt aus der rdaum-
lichen Verteilung der Anregungsenergie Ianeg und der dimensionslosen, optischen
Transferfunktion OTF(7) der Detektion bzw. der Kombination aus Objektiv und Loch-
blende gegeben. All diese Parameter im Einzelnen zu bestimmen ist dufserst schwierig
[112]. Daher wird die Gleichung vereinfacht zu folgendem Ausdruck:

SF(t) = | Vapgua(F) -6y C())dV. @81)

Die rdumliche Verteilung des emittierten und detektierten Fluoreszenzlichts Vapgaug(7)
wird hierfiir meist durch eine dreidimensionale Gaufsfunktion angenédhert, welche bei
den Parametern zo und wy auf einen Faktor 1/e? abfallt (Abbildung (a)):

,z.M 0.2

Vspgaue(F) =¢ % e 3. (2.82)

Die Parameter, die sich auf die Fluoreszenzfluktuationen auswirken, werden zu einem
Parameter # = Iy - Ppet - 0 - @ zusammengefasst mit Iy als Amplitude der raumlichen
Verteilung der Anregungsenergie. Quantifiziert werden konnen die gemessenen zeitli-
chen Fluoreszenzfluktuationen 6F(t) (Abbildung (b)) tiber ein analytisches mathe-
matisches Werkzeug, die Autokorrelation. Sie ist, anschaulich betrachtet, ein Mafs fiir
die Selbstahnlichkeit eines Signals unter einem bestimmten zeitlichen Versatz 7. Mit
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Abbildung 2.22: Grundlagen der Fluoreszenzkorrelationsspektroskopie: (a) Brownsche Diffusion
eines fluoreszierenden Teilchens durch den Laserfokus, dessen geometrisches Ausmafs durch die
Fokusparameter fiir ein 3D-GaufSvolumen wy und zy gegeben ist. (b) Ein beispielhafter Verlauf eines
gemessenen zeitlichen Intensititsverlaufs einer FCS-Messung. (F(t)) ist der zeitliche Mittelwert des
Signals und 6F(t) die Fluoreszenzfluktuation am Zeitpunkt . (c) Einfluss von Teilchenanzahl und
Diffusionsgeschwindigkeit auf den Verlauf einer FCS-Autokorrelationskurve. Verdndert nach [113].

der Autokorrelationsanalyse konnen wichtige Informationen tiber die fluoreszierenden
Partikel gewonnen werden, u. a. die Diffusionszeit durch das Beobachtungsvolumen,
somit auch die Diffusionskonstante sowie die mittlere Teilchenanzahl im Beobachtungs-
volumen tiiber die gesamte Messzeit. Die normierte Autokorrelationsfunktion ist wie
folgt definiert:

_ (0F(t)-0F(t+1))  (F(t)-F(t+71)) B
CO=eor T ror 25

Bei Betrachtung von lediglich frei diffundierenden Teilchen in einem dreidimensiona-
len Volumen mit Diffusionskoeffizient D folgt [112] [14]: Durch Einsetzen von Glei-
chung2.81)in [2.83] unter der Annahme, dass sich die in 7 enthaltenen Parameter iiber
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die Messzeit nicht énderrﬂ d. h. én = 0, ergibt sich folgende Korrelationsamplitude
(t=0):

_ JvJv VapGaus(7) - VapGaug (') - (6C(7,0) - 6C(+,7))d VAV’
((C) - [, Vapgaug(7)dV)?

G(1) (2.84)

! e (2.85)
(4-7-D-1)3/2) ' '

(6C(7,0)-6C(r,T)) = (C) -

Unter Berticksichtigung der Beziehung zwischen dem Diffusionskoeffizienten und der
Korrelationszeit der Teilchendiffusiont|

2
w
durch das Beobachtungsvolumen
V- 7)dV)?
VBeob = Uy 3DGauB§ 1 S _ 72wk z (2.87)
fVVBDGauB (T)dV

liefert das Auswerten der Integrale in Gleichung schliefslich die vereinfachte Form
der Autokorrelationsfunktion:

G3D(T): ! : ! . ! . (288)

WD) T

Hierbei wurden die Fokusvolumenparameter zur Vereinfachung zu einem Faktor

S = zp/wo zusammengefasst. Ein beispielhafter Verlauf einer Autokorrelationsfunktion
fiir die Diffusion einer Teilchenart durch ein dreidimensionales, gauf3sformiges Beob-
achtungsvolumen ist in Abbildung (c) dargestellt. Die mittlere Teilchenanzahl im
Beobachtungsvolumen wirkt sich durch ihr Verhiltnis G(0) = 1/ (N) antiproportional
auf die Amplitude der Autokorrelationsfunktion aus. Durch Kenntnis des Amplituden-
werts der Autokorrelationsfunktion G(0) und der Grofle des Beobachtungsvolumens
VBeob konnen Riickschliisse auf die mittlere Teilchenanzahl sowie die mittlere Teilchen-
konzentration getroffen werden:

11
<N> B VBeob ’ <C> '

7 Die Annahme, dass die Anzahl der emittierten Photonen pro Fluorophor wéhrend einer Messung

G(0) = (2.89)

konstant bleibt, ist nicht immer giiltig. Zum Beispiel kann es zu einem mit der Fluoreszenz konkurrieren-
den Ubergang in einen ,, dunklen” Triplett-Zustand kommen.
8 1p wird auch als mittlere Verweildauer eines Teilchens im Beobachtungsvolumen bezeichnet.
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Anhand des Fokusparameterwerts wy und der ermittelten Korrelationszeit tp kann der
Diffusionskoeffizient
- 4. 5p)

(2.90)

und daraus iiber die Stokes-Einstein-Gleichung der hydrodynamische Radius der
Teilchen berechnet werden [112]]. AuSerdem lisst sich das konfokale Volumen

Vkonf = /V VapGaug (¥)dV (2.91)

tber die Beziehung Vkons = 2732 Voo aus dem effektiven Beobachtungsvolumen
berechnen. Letzteres kann durch das Messen der FCS-Kurve einer Referenzprobe be-
kannter Konzentration und Diffusionskonstante bestimmt werden.

2.7.2. Linienraster-FCS

Klassische FCS-Messungen werden mit einem statischen Beobachtungsvolumen durch-
gefiihrt und eignen sich daher vor allem fiir Messungen von frei diffundierenden,
fluoreszierenden Teilchen in Losung. Bei vielen aktuellen Fragestellungen in der Bio-
wissenschaft sind jedoch komplexere Systeme von Interesse. Beispielsweise sind ei-
nige Rezeptorproteine aufgrund ihrer Membrangebundenheit in ihrer Bewegung ein-
geschrankt und diffundieren daher, im einfachsten Fall, auf einer zweidimensionalen
Zellmembran.

Da Membranproteine im Vergleich zu frei diffundierenden Farbstoffen oder Protei-
nen in Losung relativ langsam diffundieren ﬂ verweilen sie langer im Laserfokus und
sind dadurch stdrker von der Photobleichung betroffen. Zudem werden fiir eine ge-
niigende Statistik bei langsam diffundierenden Membranproteinen wesentlich ldngere
Messzeiten benotigt. Auch Schwankungen in der Laserintensitdt oder Membranbewe-
gungen konnen die Intensitdtsverldufe in dieser Zeit stark beeinflussen. Allein aus
diesen Griinden konnen Protein-Protein-Wechselwirkungen an der Zellmembran mit
Hilfe von statischer FCS nur schwierig bis gar nicht untersucht werden. Die fortge-
schrittene FCS-Variante der Linienraster-FCS, die in der Theorie bereits im Jahr 1986
von Petersen [I115] vorgeschlagen wurde, ermoglicht es, diese Probleme zu umgehen.
Experimentell wurde diese Technik erst einige Jahre spater verwirklicht, erstmals im
Labor von Petra Schwille [116].

9 Der Diffusionskoeffizient von einem Farbstoff in wassriger Losung liegt meist bei etwa 100 um?s~1,

der von membrangebundenen Rezeptorproteinen im Bereich von 0,01 pm?s~! [T12].
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Im Idealfall rastert der Laserfokus hierbei senkrecht durch die Zellmembran, die durch
ihre Dicke im Bereich einiger Nanometer [117] im Vergleich zum Laserfokus als
zweidimensionale Ebene angenommen werden kann. Ausschlaggebend fiir die Wahl
der Autokorrelationsfunktion zur Anpassung der Daten ist der Uberlapp des Konfokal-
volumens mit der Zellmembran, welcher nun das Beobachtungsvolumen bzw., unter
Vernachldssigung der Membrandicke, die Beobachtungsfliche widerspiegelt. Hierbei
gilt es zwei Fille zu unterscheiden, das laterale und das axiale Linienrastern durch
die Zellmembran (Abbildung [2.23). Im Falle des lateralen Linienrasterns wird der
Laserfokus entlang einer seiner lateralen Achsen gerastert (z. B. entlang der y-Achse,
Abbildung (a)). Der Beobachtungsquerschnitt, den der Laserfokus beim Rastern
mit der Zellmembran bildet, hat die Form einer Ellipse mit einer Beobachtungsfldche
von Aegf = 7T - wp - zp und hdngt somit von beiden Fokusparametern wp und zg ab. Fiir
die Autokorrelationsfunktion der lateralen Linienraster-FCS folgt:

Glateral (T) = (292)

.“i...

S W[

(

%

Zellmembran ¢

Laserfokus

Abbildung 2.23: (a) Laterale und (b) axiale Linienraster-FCS an einer vereinfachten Zellmembran oh-
ne Membranwolbungen. Ein grofier Vorteil des axialen Rasterns gegentiber dem lateralen Rastern ist
die Tatsache, dass der Beobachtungsquerschnitt mit dem Laserfokus nur noch von einem Fokuspara-
meter abhdngt und somit die Anpassung der Messdaten erleichtert. Zur besseren Veranschaulichung
ist die Lipidschicht in Beziehung auf den Laserfokus vergrofiert dargestellt, d. h. in dieser Abbildung
nicht mafistabsgetreu gezeichnet.
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Beim axialen Linienrastern reduziert sich die Beobachtungsfldche auf einen Kreis (Ab-
bildung (b)), die nun nur noch von wy abhingt mit A.g = 7 - wy?, was die Anpas-
sung der Messdaten durch eine vereinfachte Form der Autokorrelationsfunktion fiir
die axiale Linienraster-FCS erleichtert [114]):

1 1
Gaxial(T) = 7xn 7 N (293)

(N) (1 + %>

Die Membran lebender Zellen gleicht einem iiber den Nukleus aufgespannten , Zelt”,
wodurch sie meist schrdg zur Probengefédfioberfliche ausgerichtet ist. Lebende adha-
rente Zellen bewegen sich zudem bevorzugt entlang der Probengefafioberflache fort.
Dadurch wird hauptsichlich die Membran senkrecht zur Probengefafioberfldche verzo-
gen. Beim lateralen Rastern wird der Laserfokus von der Seite durch die Zellmembran
gerastert, wodurch sich der Beobachtungsquerschnitt bei sich bewegenden Zellen auf-
grund der schragen Membranen deutlich verzieht.

Im Gegensatz dazu bietet das axiale Rastern den Vorteil, dass der Rastervorgang auch
durch die untere Zellmembran stattfinden kann, die durch ihre Adhision an die Ober-
flache der Probenkammer fiir Membranfluktuationen weniger anfillig ist.

Generell werden die fluoreszenzmarkierten Membranproteine bei der Linienraster-FCS
effektiv fiir nur einen Bruchteil der Gesamtmesszeit angeregt, wodurch sich die Pho-
tobleichung reduziert. Im Vergleich zum lateralen Rastern féllt beim axialen Rastern
aufgrund der kleineren Beobachtungsfliche die durchschnittliche Verweildauer der
fluoreszierenden Teilchen in dieser zudem kiirzer aus. Dadurch kénnen mittels axialer
Linienraster-FCS Messungen mit guter Statistik in wesentlich kiirzerer Zeit erfolgen.
Néheres zum direkten Vergleich der lateralen und axialen Linienraster-FCS findet sich
in Kapitel

Axiales Linienrastern kann durch den FEinsatz einer TAG-Linse (engl. tunable acou-
stic gradient index of refraction lens) realisiert werden. Dieses optische Element ist ein
Vertreter der adaptiven Optik und basiert auf dem Einsatz von Schallwellen, welche
die Wellenfront eines einfallenden Lichtstrahls modulieren. Der Aufbau einer TAG-
Linse setzt sich vereinfacht aus einer piezoelektrischen Kammer mit zwei eingebauten
Glasfenstern zusammen, welche dem ein- und ausfallenden Strahl das Passieren der
Linse ermoglichen. Im Inneren der Kammer befindet sich eine Brechungsfliissigkeit,
in welcher durch eine anliegende Wechselspannung, meist im Hochfrequenzbereich,
eine stehende Schallwelle erzeugt wird. Die daraus resultierenden Dichteunterschiede
fithren zu Variationen des Brechungsindexes in der Fliissigkeit, wodurch die Wellen-
front bzw. der Lichtstrahl unterschiedlich fokussiert wird. Die Fokusvariation findet im
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100 kHz-Bereich [119] [120] statt mit einem effektiv in axialer Richtung verbreiterten Fo-
kus im Mikrometerbereich. Der Zusammenhang zwischen Amplitude, Frequenz und
resultierenden Brechungsindexes der TAG-Linse ist dufSerst komplex, ldsst sich jedoch
numerisch berechnen [121].

2.7.3. Zweifarben-FCS: Kreuzkorrelation

Klassische FCS ist ein méchtiges Werkzeug zur Bestimmung von Diffusionseigenschaf-
ten und Konzentrationen von fluoreszenzmarkierten Partikeln in Losung oder Membra-
nen. In der Biologie und Medizin gehen allerdings einige Fragestellungen einen Schritt
weiter und wollen klédren, ob sich ein bestimmter Ligand an einen Rezeptor bindet,
ihn inhibiert oder Signalwege aktiviert. Die geeignete Messmethode dafiir bietet eine
Erweiterung der klassischen FCS, die FCCS (engl. fluorescence cross-correlation spectros-
copy), welche auf der Kreuzkorrelationsanalyse der Messsignale von zwei Farbkandlen
basiert [122].

Gehen zwei Bindungspartner eine Bindung ein, so erhoht sich ihr gemeinsamer, hydro-
dynamischer Radius (Stokes-Einstein-Gleichung somit auch ihr Volumen V, ihre
Molekiilmasse MM und folglich der via FCS gemessene Diffusionskoeffizient:

1 1 1

D x —

X .
™ VvV MM

(2.94)

Dieser Diffusionsunterschied ist durch FCS in lediglich einem Farbkanal messbar, so-
fern die gemessenen, fluoreszierenden Teilchen nach der Bindung extrem verlangsamt
werden, z. B. durch die Bindung eines fluoreszenzmarkierten Proteins an einen viel
grofleren Bindungspartner in Losung oder durch Bindung an einen Membranrezeptor
[122]. Betrachtet man allerdings Membranproteine, so ist ein Unterschied im Diffu-
sionskoeffizienten durch Bindungsprozesse oder Clusterbildung nahezu unmoglich
nachzuweisen. Dies ist anhand der Saffman-Delbriick-Gleichung ersichtlich [102] 103]
(Kapitel 2.6). Eine Losung fiir dieses Problem bietet die FCCS, die mittels Kreuzkorre-
lationsanalyse die gemessenen Intensitdtssignale von zwei getrennten Farbkandlen auf
Ahnlichkeit priift. Diffundieren zwei mit unterschiedlichen Farbstoffen versehene Pro-
teine durch Bindung gemeinsam durch das Beobachtungsvolumen, so dhneln sich die
zeitlichen Verldufe der Fluoreszenzfluktuationen in beiden Farbkanélen stark. Daher
konnen mittels Kreuzkorrelationsanalyse spezifische Bindungen zweier Zielproteine
detektiert werden. Dies wire mit einer reinen Autokorrelationsanalyse in nur einem
Farbkanal nicht moglich [122] [123]. Betrachtet man nur die Diffusion des fluoreszenz-
markierten Zielproteins A, so kann sich dessen Diffusionskoeffizient auch durch andere
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Ursachen als die Bindung mit einem unmarkierten Zielprotein B @&ndern. Andere Prote-
ine oder Bestandteile des Inneren einer Zelle konnen mit Zielprotein A wechselwirken
oder deren Diffusionsweg blockieren und so eine Anderung des Diffusionskoeffizien-
ten zur Folge haben.
Analog zur Gleichung ist die Gleichung der Kreuzkorrelation zweier Signale aus
unterschiedlichen Farbkandlen (g: griin, r: rot) definiert als:

_ (0Fg(t) -0F(t+71))  (Fg(t)-R(t+7))

G = ROV RO T (RO)E@) 299)

Fiir den Fall einer freien Diffusion in 3D ergibt sich fiir die Kreuzkorrelation folgende
Gleichung [112]

NI

_ N N PR
" Vet (Cg) + (Cer)) - (€ + (o)) (+5) (1 Zet? ngr>
(2.96)

mit den Parametern wegf = /w7 + w3 und ze = /22 + 22 flir das effektive Beobach-
tungsvolumen V¢. Die mittlere Konzentration der ungebundenen griin- bzw. rot-
fluoreszierenden Teilchen ist durch (C,) bzw. (C;) und die mittlere Konzentration der
gebundenen Komplexe durch (C,;) gegeben.

Fiir FCCS-Experimente an Proteinen in Zellmembranen kann, bei einem perfekten
Uberlapp der Beobachtungsfliachen beider Farbkanile, die Konzentration der gebunde-
nen Komplexe durch die Amplituden der Auto- und Kreuzkorrelationskurven gewon-
nen werden [124], durch

Cgr Ggr (0)

und = ,
Cor + G Gg(O)

(2.97)

wobei Cgrgr fiir die Konzentrationen der griinen, roten und gebundenen Teilchen steht.
In der Realitdt stimmen die Beobachtungsflichen verschiedener Farbkandle allerdings
aufgrund ihres Wellenldngenunterschieds oder nicht optimal justierter optischer Ele-
mente nicht tiberein. Die maximal erreichbare Amplitude der Kreuzkorrelationsfunkti-

on bei gut justierten Beobachtungsflachen findet sich schlieSlich fiir:

2

Cal0)= Gg(0) ' +Gr(0)

(2.98)

Sie hingt sowohl von der Gesamtmenge an griinen und roten Molekiilen als auch
von der Menge an gebundenen Komplexen ab. Wenn alle Molekiile erfolgreich mit
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funktionellen Fluorophoren in beiden Farbkanilen markiert wurden, dann besitzt die
Kreuzkorrelationsamplitude denselben Wert wie die Autokorrelationsamplitude im
griinen und roten Farbkanal. Existieren jedoch ausschliefilich einfarbig markierte Mo-
lekiile, so fallt die Amplitude auf null ab.
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3.1. Biologische Methoden

3.1.1. Expression von Fusionskonstrukten

Ein Fusionskonstrukt, das man fiir die Fluoreszenzmikroskopie verwendet, besteht
aus einem Zielgen, an welches das Gen eines fluoreszierenden Proteins gekoppelt ist.
Fiir die Expression der Fusionskonstrukte in eukaryotischen Zellen, muss diesen ein
Protein-Bauplan in Form von DNA oder mRNA eingeschleust werden (Abbildung
(a)). Der DNA-Code fiir das Fusionskonstrukt befindet sich iiblicherweise auf ei-
nem Plasmid, einem DNA-Ring, der das Zielgen und das Gen fiir das ausgewéhlte
fluoreszierende Protein enthilt. Der genetische Code des fluoreszierenden Proteins
wird normalerweise entweder vor oder nach dem Zielgen eingefiigt, d. h. entweder C-
terminal oder N-terminal. Auf dem Plasmidring befinden sich aufSerdem Resistenzgene
gegen Antibiotika. Durch die Zugabe des passenden Antibiotikums zum Zellkulturme-
dium konnen stabile Zelllinien generiert und die DNA dauerhaft ins Genom eingebaut
werden. Die Zellen, die das Plasmid mit dem Resistenzgen fiir das verwendete Antibio-
tikum erfolgreich aufgenommen haben, sind resistent und iiberleben die Behandlung
mit dem Antibiotikum. Die {ibrigen Zellen hingegen sterben aufgrund der fehlenden
Resistenz. Damit das fluoreszierende Protein die Funktionalitdt des Zielproteins nach
Expression nicht hindert, wird zwischen den beiden Proteinen meist ein flexibler Lin-
ker eingebaut [125]. Das Plasmid kann in die Zelle u. a. durch Transfektiorﬂ mit einem
kommerziell erhdltlichen Transfektionsreagenz eingeschleust werden. In der Zelle an-
gelangt wird das Plasmid im Nukleus durch RNA-Polymerasen in einstrangige mRNA
umgeschrieben, was auch als Transkription bezeichnet wird. Diese mRNA-Strange
werden von Ribosomen gelesen und das gewiinschte Fusionsprotein schliefSlich syn-
thetisiert bzw. exprimiert. Dieser Prozess wird auch Translation genannt.

Neben der transienten oder stabilen Transfektion, die auf dem Einschleusen von Fremd-
DNA beruht, gibt es mittlerweile auch zahlreiche Werkzeuge zur Editierung des vor-
handenen Genoms in der Zielzelle. Das CRISPR/Cas9-System z&hlt hierbei zu den

1 Bei Bakterien spricht man hier von einer Transformation
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(a) Plasmid

Transfektion

‘FP
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Cytosol

Zielprotein < Transkription
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Abbildung 3.1: Genetische Werkzeuge zur Expression eines Fusionsproteins: (a) Der genetische
Code des Fusionsproteins wird durch ein Plasmid tiber eine Transfektion in eine Zelle geschleust.
Im Nukleus der Zelle findet die Transkription der DNA zu mRNA statt. Durch die Translation der
mRNA in eine Aminosdurensequenz durch Ribosome wird das Fusionsprotein synthetisiert. (b) In
der CRISPR/Cas9-Geneditierung findet das Cas9-Protein die Schnittstelle des Zielgens durch eine
Guide-RNA in der Nahe einer PAM-Sequenz. Dort wird die DNA des Zielgens aufgespalten. (c) Der
dadurch entstandene Doppelstrangbruch kann entweder zufallig durch nicht-homologe Reparatur
oder gezielt durch homologe Reparatur repariert werden. Durch die nicht-homologe Reparatur
werden Basenpaare zusitzliche eingefiigt oder sogar entfernt. Bei der homologen Reparatur wird
eine beigefiigte Donor-DNA zur Reparatur in den Doppelstrangbruch eingebaut. Verdndert nach

(126 127

meistgenutzten Geneditierungswerkzeugen [126] (Abbildung (b)). Mit Hilfe ei-
ner vorgefertigten ,Guide-RNA”, die dem Cas9-Protein den Weg zum Zielgen weist,
konnen an den gewiinschten DNA-Stellen gezielt Doppelstrangbriiche erzeugt wer-
den. Voraussetzung beim konventionellen CRISPR/Cas9-System fiir das erfolgreiche
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Andocken des Cas9-Proteins an das Zielgen ist eine bestimmte DNA-Sequenz, die so-
genannte PAM-Sequenz (engl. Protospacer Adjacent Motif), die in der Zielregion vorhan-
den sein muss [127]. Das Cas9-Protein kann nun einen Doppelstrangbruch an der ge-
wiinschten Sequenzstelle erzeugen (Abbildung (c)). Dieser Bruch in der DNA kann
tiber zwei Mechanismen repariert werden, entweder zufillig durch nicht-homologe
Reparatur oder gezielt durch homologe Reparatur. Bei der nicht-homologen Reparatur
werden an der Bruchstelle zusitzliche Basenpaare eingefiigt oder sogar entfernt [128].
Im Gegensatz dazu wird bei der homologen Reparatur eine beigefiigte Donor-DNA in
den Doppelstrangbruch eingebaut und der DNA-Bruch somit repariert [129]. Mit dem
CRISPR/Cas9-System kann das Genom zwar gezielt modifiziert werden, jedoch nur zu
einem bestimmten Anteil. Das Zielgen im Genom kann in verschiedenen Varianten, so-
genannten Allelen, vorliegen. Wenn alle Allele erfolgreich geneditiert wurden, so wird
von einer homozygoten Editierung des Genoms gesprochen, anderenfalls verbleibt das
Genom auf das Zielgen bezogen heterozygot. Koch et al. etablierten 2019 ein
Protokoll, mit welchem sie bis zu 70 % der Zielgene homozygot mit fluoreszierenden

Proteinen markieren konnten.

3.1.2. Vorbereitung der biologischen Proben
3.1.2.1. Zellkultur

Alle in dieser Arbeit verwendeten Zelllinien wurden fiir optimale Wachstumsbedingun-
gen zellgerecht in einem Inkubator bei 37 °C und 5% CO, gehalten. Als Kulturgefafs
wurden beliiftete Zellkulturflaschen mit 12 cm? Wachstumsflache verwendet. Je nach
Wachstumsrate wurden die Zellen 2-3 Mal in der Woche passagiert (Protokoll [A.1.3).
Es wurde zudem darauf geachtet, dass die Zellen nicht zu lange in Kultur blieben,
d. h., ab der Passagennummer 20 wurden sie entsorgt und neue Zellen aus dem in
Fliissigstickstoff befindlichen Zellvorrat aufgetaut (Protokoll [A.T.4).

Voraussetzung hierfiir war ein ausreichender, in Flussigstickstoff gelagerter Vorrat an
Zellen. Der Zellvorrat wurde nach Protokoll regelmaflig angelegt. Um eine Be-
einflussung der Messergebnisse durch Mykoplasmenkontaminationen auszuschliefien,
wurden die Zellen zudem ebenfalls regelméfsig auf Mykoplasmen untersucht.

3.1.2.2. ProbengefaBe zur Mikroskopie

Als Probengefaff kamen, sowohl fiir die Referenzproben (z. B. Alexa-Farbstoffe) als
auch fiir die Zellmessungen, 8-Kammerdeckgldaser (Nunc Lab-Tek II Chamber Slide,
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VWR, Darmstadt) zum Einsatz. Vor dem Aussden der Zellen wurden die verwende-
ten 8-Kammerdeckgldser fiir das Gewdhrleisten einer verbesserte Zelladhdsion mit
Fibronektin (F1141, Sigma-Aldrich) beschichtet (Protokoll [A.1.2).

3.1.2.3. Ausséen der Zellen und Einbringen des genetischen Codes

Vor jedem Zellexperiment wurden die Zellen bis zu einer Zelldichte von ca. 90 % kulti-
viert und anschlieend in die ProbengeféBe gesetzt (Protokoll[A.1.3). Fiir die Expression
gewtlinschter Fusionskonstrukte wurden die Zellen mit Xfect (Takara Bio Inc., Kusat-
su, Shiga, Japan) transfiziert. Das in dieser Arbeit verwendete Transfektionsprotokoll
(Protokoll lehnt sich an das Herstellerprotokoll [I31] an. Die DNA- und Xfect-
Mengenangaben wurden an die Zellkulturfliche, an die verwendete Zelllinie und an
das verwendete Plasmid angepasst. Typischerweise wurden die Zellen am Vortag vor
der geplanten Messung in mit Fibronektin beschichtete 8-Kammerdeckgldser ausgesat
und etwa 1-6 h nach der Aussaat (abhédngig von der Zeit, die die jeweilige Zelllinie zur
Adhésion benotigt) transfiziert.

3.1.2.4. Herstellung von konditionierten Medien

Das Zellkulturmedium, in dem Zellen fiir einen gewissen Zeitraum (meist mehrere
Tage) kultiviert wurden, kann als konditioniertes Medium geerntet werden. Dieses
enthilt u. a. Proteine, die von den Zellen in diesem Zeitraum sekretiert wurden. Im
Verlauf dieser Arbeit wurden konditionierte Medien in einem Inkubationszeitraum
von etwa 3 — 4 Tagen sowohl mit adhidrenten Zellen als auch mit Suspensionszellen

hergestellt (Protokoll [A.1.7).

3.1.2.5. Probenvorbereitung zur Konzentrationsbestimmung

Fiir Experimente zur quantitativen Bestimmung der Fluorophorkonzentration von Refe-
renzproben oder konditioniertem Medium wurden ebenfalls Kammerdeckgldser oder
mit Polyethylenglykol (PEG) passivierte Glasoberflichen verwendet [132]. Die nicht
passivierten Kammerdeckgldser wurden vor der Messung mehrfach mit der Farbstoff-
16sung fiir jeweils mindestens 15 Minuten inkubiert, um die Oberfliche zu séttigen.
Anschlieffend wurde die Farbstofflosung durch eine frisch angesetzte Losung ausge-
tauscht und direkt gemessen. Dies ist notwendig, da viele organische Farbstoffe und
auch Proteine dazu neigen, an die Oberfliche der Kammerdeckgladser zu adsorbieren,
wodurch die gemessene im Vergleich zur tatsdchlichen Fluorophorkonzentration in
Losung niedriger ausfallen wiirde. Zusétzlich kann die Fluorophorkonzentration tiber
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die Zeit aufgrund von Verdunstung der Probe abnehmen. Um dies zu vermeiden, wur-
den das Probengefdfs auflen mit Parafilm luftdicht verschlossen. An dieser Stelle ist
anzumerken, dass die FCS-Messungen von Fluorophoren in Lésung immer 30 pm {iber
der Oberfliche des Probengefédfses durchgefiihrt wurden, um moglichst weit entfernt
von der unter Umstdnden mit Farbstoffen angereicherten Oberfldache zu sein.

3.1.3. TopFlash-Assay

Die relative Signalaktivitidt (kanonischer Wnt-Signalweg) von Zellen bzw. von kondi-
tionierten Medien wurde in dieser Arbeit mit Hilfe von TopFlash-Assays bestimmt
[133] 134]. Bei diesem Assay werden Zellen mit einem TopFlash-Plasmid transfiziert,
welches das Glithwiirmchen-Luziferasegen beinhaltet. Das Luziferasegen dient als
TCF/LEF-gesteuertes Reportergen und fiihrt bei der Aktivierung des kanonischen
Wnt-Signalwegs zur Expression von Luziferase. Die Zugabe eines Substrats fiihrt nach
Reaktion mit der Luziferase zu einer Lumineszenz, deren Signal quantifiziert werden
kann. Durch den Vergleich mit einer Kontrollprobe kann schliefllich die relative Wnt-
Aktivitdt einer bestimmten Probe ermittelt werden.

3.1.4. Western Blot

Bei einem Western Blot handelt es sich um ein molekularbiologisches Verfahren zum
Nachweis von Proteinen [135]. Die Proteine werden entweder in ihrer natiirlichen,
nicht-denaturierten Form (z. B. Native PAGE) oder in denaturierter Form (z. B. SDS-
PAGE) als Proteinlosung auf eine Tragermembran, beispielsweise ein Polyacrylamid-
Gel, tibertragen. Meist wird parallel eine Referenzprobe bzw. eine , Protein-Leiter” mit
Banden bekannter Molekiilmasse aufgetragen. Durch Anlegen eines elektrischen Feldes
wandern die Proteine entsprechend ihrer Grofie bzw. Ladung unterschiedlich weit auf
dem Gel (Gelelektrophorese). Die aufgetrennten Proteinbanden werden anschliefsend
auf eine feste Tragermembran {ibertragen (Blotting). Zum Nachweis des Zielproteins
werden heutzutage meist Antikorper-Farbstoff-Konjugate verwendet, welche spezifisch
an das Zielprotein binden. Mit einem Transilluminator wird das Fluoreszenzsignal des
fluoreszierenden Farbstoffs nach Anregung mit Licht passender Wellenldnge detektiert.
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3.2. Fluoreszenzspektroskopie

Ein Fluorospektrometer, auch Fluorometer genannt, ist ein Messgerat, das mittlerweile
in vielen Laboren anzutreffen ist. In dieser Arbeit wurde ein Fluorolog-3 Spektrofluoro-
meter FL3-22 (HORIBA Jobin Yvon GmbH, Unterhaching) verwendet. Als Lichtquelle
dient eine 450 W-Xenon-Hochdruck-Bogenlampe. Mit Hilfe eines Doppelspaltmono-
chromators wird das Anregungs- und Emissionslicht spektral zerlegt, wodurch die
Anregungs- und Emissionswellenldnge frei wahlbar sind. Das Licht wird mittels Pho-
tomultiplierrohre R928P in einem 90°-Winkel zur Anregung detektiert, was verhindert,
dass das Anregungslicht auf den Detektor gelangt. Mit einem Fluorometer kénnen
sowohl Anregungs- als auch Emissionsspektren einer Probe aufgenommen werden.
Beim Anregungsspektrum wird die Wellenldnge des detektierten Emissionslichts kon-
stant gehalten und das Anregungslicht in einem bestimmten Wellenldngenbereich in
I nm-Schritten durch einen Monochromator variiert (Abbildung [3.2). Analog dazu
wird beim Emissionsspektrum die Anregungswellenldnge durch einen Monochroma-
tor konstant gehalten und das Emissionssignal der Probe wellenldngenabhingig als
Spektrum in 1nm-Schritten aufgezeichnet. Um nicht in den Sattigungsbereich des
Detektors zu gelangen, muss die Spaltbreite der Monochromatoren so gewahlt wer-

~1 nicht iiberschreitet. Das detektierte

den, dass die Signalintensitdt den Wert 2 x 10°s
Signal wird sowohl auf die wellenldngenabhidngige Effizienz des Detektors als auch
auf die Fluktuationen des Anregungslichts korrigiert. Als Probengefdfs wurde eine

QS-Ultra-Mikro-Kiivette (Hellma, Miillheim) mit einer Wegldnge von 3 mm verwendet.
Klvette

Fluoreszenzspektrum
Bsp.: Emissionsspektrum

-

. '

Q

X " Detektor R

Wellenlange

Intensitat

.
.

Monochromator

-
Lichtquelle

Abbildung 3.2: Schematischer Aufbau eines Fluorometers. Dabei befinden sich die Lichtquelle und
der Detektor in einem Winkel von 90° zueinander.
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Fluorometer konnen zur Konzentrationsbestimmung von fluoreszierenden Molekiilen
in Losung angewendet werden. Mit Hilfe einer geeigneten Referenzprobe bekannter
Konzentration, z. B. einer Losung des zur Fluoreszenzmarkierung verwendeten Fluo-
rophors, ist es durch die Messung des Fluoreszenzspektrums der zu untersuchenden
Losung moglich, bei gleichbleibendem Volumen den Fluorophorgehalt quantitativ zu
bestimmen?]

3.3. Spinning-Disk-Konfokalmikroskopie

Ein Vorteil konventioneller Konfokalmikroskope ist die Reduzierung von lichtindu-
zierten, toxischen Effekten auf lebende Proben. Die Untersuchung schneller Prozesse
(im Millisekundenbereich) bleibt jedoch angesichts der zeitlichen Einschrankung durch
den Abrasterprozess verwehrt. Das von der japanischen Firma Yokogawa entwickel-
te Spinning-Disk-Konfokalmikroskop (engl. spinning disk confocal microscope, SDCM)
ermoglicht dies mit einem Multistrahl-Abrasterverfahren [136]. Fiir die im Rahmen
dieser Arbeit durchgefiihrten Experimente wurde ein kommerzielles Spinning-Disk-
Konfokalmikroskop der Firma Andor (Andor Technology, Oxford Instruments, Abing-
don, Oxfordshire, England) mit der Spinning-Disk-Einheit CSU-X1 (Yokogawa, Tokio,
Japan) verwendet. Zentraler Bestandteil dieses Mikroskops ist ein konfokales Nipkow-
Scheiben-System, das aus zwei simultan rotierenden Scheiben besteht (Abbildung .
Auf einer dieser Scheiben befindet sich zur Fokussierung des Anregungslaserlichts eine
Anordnung aus etwa 20000 Mikrolinsen, die jeweils einen Durchmesser von 50 pm und
einen Linsenabstand von 250 um aufweisen; auf der anderen Scheibe, der eigentlichen
Nipkow-Scheibe, findet sich die gleiche Anzahl von Lochblenden, auf diese das Laser-
licht durch die Mikrolinsen fokussiert wird. Durch den Zusatz der Mikrolinsenscheibe
kann die Lichtausbeute durch die Nipkow-Scheibe von nur circa 4 bis 6 % auf etwa
40 bis 60 % gesteigert werden. Das Mikroskop verfiigt {iber insgesamt fiinf Laser mit
Wellenldngen von 405 nm, 488 nm, 532 nm, 561 nm und 640 nm, um die Anregung von
allen moglichen Fluorophorkombinationen im sichtbaren Wellenldngenbereich zu er-
moglichen. Typische Anregungslaserleistungen befinden sich im Bereich weniger pyW
pro Fokus. Der Anregungslaserstrahl trifft zundchst auf die rotierende Scheibe mit den
Mikrolinsen und wird dort in viele Teilstrahlen aufgespalten. Diese passieren einen di-
chroitischen Spiegel, werden dann auf die Lochblenden der Nipkow-Scheibe fokussiert

2Gerade bei der Verdiinnung von Proteinlosungen ist auf eine sorgfiltige Arbeitsweise zu achten, da
Proteine dazu neigen, u. a. an Glasoberflachen zu adsorbieren. Deshalb ist es ratsam, die Verdiinnungs-
schritte genauestens mittels Konzentrationsmessungen nachzuverfolgen.
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Abbildung 3.3: Schematische Darstellung des Aufbaus eines Spinning-Disk-Konfokalmikroskops,
verdndert nach [137].

und schlieSlich iiber den Mikroskopkdrper (IX81S1F-ZDC, Olympus, Tokio, Japan) und
ein Objektiv (Olobjektiv, APON 60x/1,49, Olympus) zur Probe geleitet. Ein Rotor dreht
die zwei Scheiben mit hoher Geschwindigkeit, bis zu 10000 Umdrehungen pro Minute,
sodass das Sichtfeld auf der Probe gleichzeitig mit ca. 1000 Laserfoki beleuchtet und
abgerastert wird. Dadurch kann fiir den Abrasterprozess eine Rate von bis zu 2000
Bilder pro Sekunde erreicht werden. Das von der Probe ausgesandte Fluoreszenzlicht
wird von dem Objektiv gesammelt und am dichroitischen Spiegel zum Detektionspfad
reflektiert. Das Fluoreszenzsignal kann entweder simultan in zwei Kanédlen von zwei
EMCCD-Kameras (DU897, Andor, Belfast, Irland) oder durch eine schnell rotierende
Filter-Einheit in bis zu 6 verschiedenen Farbkanilen auf nur einer EMCCD-Kamera
aufeinanderfolgend detektiert werden. Der Detektionsbereich der EMCCD-Kameras
entspricht einer Anordnung von 512 x 512 Pixeln, die einen Bereich der Probe von
(222 x 222) nm? abdecken. Fiir den griinen Emissionskanal (z. B. eGFP, mClover) wird
ein (525/50 nm)-, fiir den roten Emissionskanal (z. B. mCherry) ein (607/36 nm)- und
fiir den dunkelroten Emissionskanal (z. B. mGarnet2) ein (685/40 nm)-Bandpass-Filter
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(Brightline, Semrock, Rochester, New York) verwendet. Zudem ist die Probenkammer
fur Experimente an lebenden Zellen mit einer Inkubatoreinheit (W3720, Tokai Hit,
Shizuoka-ken, Japan) und CO,-Versorgung ausgestattet, um einen CO,-Gehalt von 5 %
zu gewihrleisten. Fiir die Experimente in dieser Arbeit wurden Belichtungszeiten von
200 ps pro Aufnahme gewéhlt. Das Zeitintervall zwischen zwei aufeinanderfolgende
Zeitrafferaufnahmen eines Vesikeltransport-Experiments betrug typischerweise 15s.
Bei vier registrierten Positionen wurde das Zeitintervall fiir eine Position auf 1 min
erhoht. Fiir Assoziations- bzw. Dissoziationsexperimente wurden Zeitintervalle von
100s bzw. 300's fiir eine Gesamtmessdauer von 1h bzw. 3 h gewéhlt.

3.4. Einzelmolekil-Lokalisationsmikroskopie

3.4.1. Aufbau des Einzelmolekiil-Lokalisationsmikroskops

Das in dieser Arbeit zur Einzelmolekiil-Lokalisation verwendete Weitfeldmikroskop
basiert auf einem inversen Mikroskop (Axiovert200, Zeiss, Jena), bei dem sich das Ob-
jektiv, in diesem Aufbau ein Olimmersionsobjektiv (C-Apochromat, 63x, NA 1,2, Zeiss),
unterhalb der Probe befindet (Abbildung[3.4). Die vier, zur Verfiigung stehenden Anre-
gungslaser mit Wellenldangen von 405nm (OXX-LBX 405 nm, 300 uW, Laser 2000, Wef3-
ling), 473 nm (LuxX 473-100, Omicron-Laserage Laserprodukte, Rodgau-Dudenhofen),
561 nm (Gem 561, Laser Quantum, Konstanz) und 639 nm (MRL-FN-639-500, Ultrala-
sers, Ontario, Kanada) werden iiber ein Spiegelsystem aus dichroitischen Spiegeln
(AHF, Tiibingen) zusammengefiihrt. Der gebiindelte Strahl der Anregungslaser durch-
quert einen akusto-optischen Modulator, auch AOTF genannt (engl. acousto-optical tun-
able filter) (AOTFnC-400.650, AA Opto-Electronic, Orsay Cedex), mit dem die Intensitat
der Anregungslaser prizise und wellenldngenabhingig reguliert werden kann. Der
akusto-optische Modulator wird via LabVIEW (National Instruments, Austin, Texas)
tiber eine Datenerfassungskarte (NI USB-6229 BNC, National Instruments) gesteuert.
Hinter dem AOTF befinden sich zwei mogliche Lichtpfade, die tiber die Polarisation
des Lichts gesteuert werden konnen. Der FRAP-Pfad wird fiir FRAP-Experimente (engl.
fluorescence recovery after photobleaching) eingesetzt und ist in Abbildung [3.4| durch eine
violette, gestrichelte Linie dargestellt. Dieser Lichtweg kann iiber den Einschub eines
A/2-Verzdgerungsplittchens ausgewihlt werden. Im Pfad fiir die Weitfeldbeleuchtung
durchquert der Lichtstrahl zuerst einen polarisierenden Strahlteiler und wird dann
tiber ein Teleskopsystem aus zwei Linsen aufgeweitet (10x). Dies soll eine moglichst
homogene Ausleuchtung der Probe im Beobachtungsfeld (50 um x50 um) gewdhrlei-
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Abbildung 3.4: Aufbau des Einzelmolekiil-Lokalisationsmikroskops. Die folgenden Abkiir-
zungen wurden verwendet: AOTF (engl. acousto-optical tunable filter); EMCCD (Kamera,
engl. electron-multiplying charge-coupled device); FLIP-S (Spiegel zum Verstellen der Licht-
wegrichtung); L (achromatische Linse); L1/L2/L3/L4 (Anregungslaser); PST (polarisierender
Strahlteiler); QB (Quad-Band-Spiegel); RS (auf eine bestimmte Laserwellenlinge abgestimm-
ter, reflektierender Spiegel); S (Spiegel); SL (Scanlinse); TIRF-S (TIRF-Spiegel); TL (Tubuslinse);
A/2 (Verzdgerungsplittchen); V (steuerbarer Verschluss des Lichtwegs). Verdndert nach [I38].

sten. Fiir die Weitfeldbeleuchtung der Probe wird der Lichtstrahl {iber die Scanlinse
auf die hintere Brennebene des Objektivs fokussiert. Wird jedoch die Beleuchtung der
Probe durch ein evaneszentes Feld bevorzugt, so kann dies durch das Kippen des TIRF-
Spiegels erreicht werden. Das Fluoreszenzlicht wird durch das Objektiv gesammelt und
passiert im Anschluss einen Quad-Band-Spiegel (z 405/473/561/640, AHF). Im Falle
der simultanen Aufnahme von zwei Farbkandlen kann ein Optosplit (Optosplit II unit,
Cairn Research, Kent, Vereinigtes Konigreich) zur wellenldngenabhéngigen, raumlichen
Trennung des Fluoreszenzsignals eingesetzt werden. Dieser beinhaltet typischerwei-
se einen austauschbaren, dichroitischen Kantenfilter (Langpass- oder Kurzpassfilter)
zur Auftrennung des Fluoreszenzlichts: einen 580 nm-Langpass-Spiegel fiir z. B. ei-
ne YFP-mCherry-Fluorophorkombination und einen 640 nm-Kurzpass-Spiegel fiir z. B.
eine mEosFP(rot)-mGarnet2-Fluorophorkombination. Fiir jeden Farbkanal wird zu-
satzlich ein passender Filter eingebaut: 525/45nm und 641/75nm fiir YFP/mCherry
sowie 587/35nm und 665 nm-Langpassfilter fiir mEosFP(rot)/mGarnet2 (Brightline,
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Semrock, Rochester). Die Detektion des Fluoreszenzsignals erfolgt {iber eine EMCCD-
Kamera (Ixon Ultra X-7759, Andor, Belfast, Vereinigtes Konigreich) mit einer Pixelgro-
e von 109 nm. Fluoreszenzmikroskopische Bilder werden durch die vom Hersteller
(Andor) zur Verfiigung gestellte Software aufgenommen. Meist handelt es sich da-
bei um einen Stapel aus mehreren tausend Aufnahmen. mEosFPthermo wurde fiir
smDIMSA-Experimente mit einer 561 nm-Laserleistung von 20 bis 30 Wem =2 belichtet.
Fiir konventionelle SMLM-Experimente wurden fiir mEosFPthermo Laserleistungen
von 100 Wem 2 bis 400 Wem =2 verwendet. Die 488 nm- bzw. 640 nm- Laserleistung
fiir Fluorophore im griinen bzw. dunkelroten Farbkanal lag typischerweise bei et-
wa 100 Wem 2. Fiir smDIMSA-Experimente wurden Belichtungszeiten von 75 ms pro
Aufnahme, fiir die Explantat-Experimente 100 ms pro Aufnahme und fiir die mWnt3a-
Experimente 50 ms pro Aufnahme gewdhlt. In Experimenten mit der Fluorophorkom-
bination mEosFPthermo/mGarnet2 in fixierten Zellen wurde typischerweise zuerst
mGarnet2 mit einem 640 nm-Laser belichtet und gebleicht, bevor der 561 nm-Laser
tior mEosFPthermo angeschaltet wurde. Dies lag daran, dass sich mGarnet2 mit dem
561 nm-Laser ebenfalls gut anregen lasst (~ 60 %, [139]) und sich die Emissionsspektren
der beiden fluoreszierenden Proteine spektral tiberschneiden, sodass das Fluoreszenz-
signal von mGarnet2 bei Uberexpression merklich in den mEosFPthermo-Farbkanal
durchbrennt. Im Anschluss an ein SMLM-Experiment konnen die Aufnahmen mit
Hilfe der Software a-livePALM [140] ausgewertet werden und in einem Bilderstapel
einzelne Molekiile nicht nur lokalisiert, sondern auch zeitlich verfolgt werden.

3.5. Axiale Linienraster-FCS

Im Folgenden wird ndher auf den Aufbau und die Funktionsweise des axialen Linien-
raster-FCS-Mikroskops sowie im Anschluss auf die Datenanalyse fiir axiale Linienraster-
FCS-Experimente eingegangen.

3.5.1. Optisches System des axialen Linienraster-FCS-Mikroskops

Der Aufbau des Fluoreszenzmikroskops, welches fiir FCS- sowie fiir axiale Linienraster-
FCS-Experimente in dieser Arbeit zum Einsatz kam, ist in Abbildung 3.5 dargestellt.
Er basiert urspriinglich auf der Arbeit von Dr. Per Niklas Hedde (AG Nienhaus, APH,
KIT) [141] und wurde tiber die Jahre den gegebenen experimentellen Fragestellungen
angepasst und stetig weiterentwickelt, u. a. zur Ermoglichung von STED-Experimenten
[142] (engl. stimulated emission depletion), auf die hier nicht weiter eingegangen wird.
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Abbildung 3.5: Aufbau des axialen Linienraster-FCS-Mikroskops. Der Aufbau ist eingeteilt in drei
farbliche Bereiche: Anregung (orange), Detektion (grau) und Raster- und Probenbereich (rot). Die
folgenden Abkiirzungen wurden verwendet: APD, Avalanche-Photodiode; EMF, Einzelmodenfaser;
E, Filter; Li, achromatische Linse; L1/L2/L3, Anregungslaser; LP, dichroitischer Langpassfilter; MMEF,
Multimodefaser; QB, Quad-Band-Spiegel; S, Spiegel; SL, Scanlinse; TL, Tubuslinse; TAG-Linse, engl.
tunable acoustic gradient index of refraction lens, WDM engl. wavelength-division multiplexer; A/4 fiir das
entsprechende Verzoégerungspléttchen. Verdndert nach [142] 143].

Fiir die Anregung eines breiten Spektrums an fluoreszierenden Markern stehen drei
Wellenldngen zur Verfiigung, die von gepulsten Diodenlaserquellen mit typischen Puls-
breiten von 100 ps erzeugt werden: 470 nm (LDH-P-C-470B, PicoQuant, Berlin), 561 nm
(PDL 561, Abberior Instruments GmbH, Goéttingen) und 640 nm (LDH-P-C-640B, Pico-
Quant). Durch Einsatz dieser Art von Laserquellen eignet sich der Mikroskopaufbau fiir
die gepulste alternierende Anregung (Abschnitt3.5.3). Getriggert werden diese Laser
tiber ein 40/80 MHz Triggersystem. Die Triggersignale konnen entweder durch einen
modengekoppelten Titan:Saphir-Laser (Ti:Sa) (Mai Tai HP, Newport Spectra-Physics,
Darmstadt), einem festen Bestandteil des STED-Aufbaus, oder durch einen Signalge-
nerator erzeugt werden. Letzterer ist dem Ti:Sa-Triggersystem vorzuziehen, um den
Verschleifd des Ti:Sa-Lasers durch STED-unabhéngige Messungen bestmoglich zu re-
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duzieren. Der von der Werkstatt (Michael Hippe, APH, KIT) entworfene und zusam-
mengestellte Signalgenerator ist in einer Verzogerungsbox integriert, mit deren Hilfe
auch der zeitliche Versatz zwischen beiden Laserpulsen eingestellt werden kann. Die
Strahlen der Anregungslaser werden zunichst {iber einen Spiegel und zwei dichroiti-
sche Langpass-Spiegel (532 nm Langpassfilter, AHF Analysetechnik AG, Tiibingen und
605 nm Langpassfilter, Thorlabs, Newton, New Jersey) in eine Einzelmodenfaser (EMF)
(TW630R5A1, Thorlabs), eingekoppelt. Anschliefsend werden sie durch einen WDM
(engl. wavelength division multiplexer) (RGB50HA, Thorlabs) wieder getrennt und tiber
ein Linsen-Teleskopsystem geleitet. Dadurch wird die unabhéngige, separate Justage
zur Fokus- und Positionsoptimierung der drei Laserstrahlen gewdhrleistet, wodurch
chromatische Aberrationen der Strahlen nach dem Objektiv korrigiert werden konnen.
Die Strahlen werden schliefSlich iiber einen Spiegel und zwei dichroitische Langpass-
Spiegel (LP) (575 nm longpass filter #64-627, Edmund Optics, Barrington, New Jersey; zt
532 RDC, AHF Analysetechnik AG) wieder zusammengefiihrt und tiber einen dichroi-
tischen Quad-Band-Spiegel mit vier Reflexionsbanden (zt 405/473/561/640 RPC, AHF
Analysetechnik AG) reflektiert. Um Polarisationsabhingigkeiten bei der Anregung der
Fluorophore in der Probe zu vermeiden, wird das zuvor linear polarisierte Licht durch
ein A/4-Plattchen (AQWP05M-600, Thorlabs) in zirkular polarisiertes Licht umgewan-
delt. Daraufhin passiert der Strahl ein x-/y-Scannersystem (Yanus V, TILL Photonics
GmbH, Grifelfing) aus zwei Ablenkspiegeln mit Galvanometerantrieb (Galvo-Spiegel),
welches fiir laterales Rastern eingesetzt werden kann. Die Galvo-Spiegel werden tiber
die Scanlinse und die Tubuslinse dann auf die Riickapertur des Objektivs abgebildet.
Vor dem Objektiv befindet sich das Kernstiick fiir das axiale Linienrastern, eine TAG-
Linse (TAG lens 2.0, TAG Optics, Princeton, New Jersey), die von Dr. Peng Gao (AG
Nienhaus, APH, KIT) erstmals in den Mikroskopaufbau implementiert wurde [[144].
Sie ermoglicht das periodische, axiale Oszillieren des Laserfokus senkrecht zur Proben-
kammeroberfliche bzw. zur Zellmembran bei einer Rasterfrequenz von etwa 147 kHz
und einer Rasteramplitude von ca. 5,4 um (75 % Spannungsamplitude der TAG-Linse)
(Abschnitt[3.5.5). Fiir die axialen Linienraster FCS-Messungen wurde ein Wasserimmer-
sionsobjektiv (HCX PL APO 63x/1,20 W CORR CS 63x/1,2 bzw. HC PL APO 63x/1,20
W CORR CS2, Leica, Wetzlar) verwendet. Ein Olimmersionsobjektiv (HCX PL APO CS
100x/1,46, Leica) steht ebenfalls zur Verfiigung, falls das Experiment eine hohere nu-
merische Apertur erfordert. Die laterale Positionierung der Probe erfolgt durch einen
Linearaktor (Prazision 0,1 pm, M-122, Physik Instrumente, Karlsruhe) und die axiale
Positionierung des Objektivs durch einen Piezo-Nanofokussierer (Prazision von 0,5 nm,
P-720, Physik Instrumente).
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Das von der Probe nach der Anregung emittierte Fluoreszenzlicht wird durch das
Objektiv bis hin zum dichroitischen Quadband-Spiegel zurtickgeleitet und dort durch
Transmission vom Anregungslicht getrennt. Der transmittierte Strahl wird {iber eine
achromatische Linse in eine Multimodefaser (M31L02, Thorlabs) eingekoppelt, die hier
als konfokale Lochblende wirkt. Der Lochblendendurchmesser kann an das Experi-
ment angepasst werden (Kapitel 2.4.2), und lag fiir die Experimente in dieser Arbeit
typischerweise bei 61,5 pm. Im Anschluss wird das Emissionslicht durch ein 555nm
Langpassfilter (Q 555 LP, Chroma, Vermont) in zwei Farbkanile aufgeteilt, die jeweils
mit einem entsprechenden Filter (F1, F2) versehen waren. Der griine Emissionska-
nal wird typischerweise durch einen 525/50nm Bandpassfilter (F2) (Brightline HC
525/50, Semrock, Rochester, New York) und der rote bzw. dunkelrote Emissionska-
nal durch einen 600/37 nm bzw. 676/37 nm Bandpassfilter (F1) (Brightline HC 600/37
bzw. 676/37, Semrock) gefiltert. Detektiert werden die Photonen durch APDs (t-SPAD-
50, PicoQuant; COUNT-T100, Laser Components GmbH, Olching) und deren Pulse
durch ein DAQ-Gerit (engl. data aquisition) (NI-6229, National Instruments, Austin,
Texas). Fiir prazise Messungen der Ankunftszeiten der Photonen und der relativen
Verzogerungszeiten zum Triggersignal der Laser kommt ein TCSPC-System (engl. time
correlated single photon counting) (SPC-150, Becker & Hickl GmbH, Berlin) zum Einsatz.

Das Auswerten der Messdaten erfolgte iiber eine in MATLAB (MathWorks, Natick,
Massachusetts) geschriebene Software, die von Dr. Peng Gao (AG Nienhaus, APH,
KIT) zusammengestellt und deren Code an die Experimente individuell angepasst

wurde.

3.5.2. Mikroskopzubehor flir Messungen an lebenden Zellen

Um Messungen an lebenden Zellen zu ermoglichen, verfiigt das axiale Linienraster-
FCS-Mikroskop iiber ein speziell angefertigtes Inkubatorsystem (37 °C) mit CO,-Zufubhr,
welches auf die Bedtirfnisse lebender Zellen abgestimmt ist. Hierbei ist sowohl die Tem-
peratur der unmittelbaren Probenumgebung als auch die Menge an zugefithrtem CO;
manuell regelbar. Die Inkubatoreinheit beinhaltet einen Probenhalter fiir die Proben-
kammer und befindet sich in einem kommerziell erhaltlichen Mikroskopkorper (DMi8,
Leica). Eine zellfreundliche Umgebungstemperatur von 37 °C wird durch Beheizung
der Inkubatorkammer, einschliefdlich des Objektivs gewédhrleistet. Der Probenhalter be-
findet sich auf einem Raster-Tisch, dessen Position entweder manuell durch Drehrdder
oder via Software am PC gesteuert werden kann. Das Mikroskop ist mit einer LED-
Durchlichtbeleuchtung ausgestattet, wodurch die Qualitdt der Probe vorab begutachtet
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und optimal positioniert werden kann. Zwei Kameraports am Mikroskop dienen als
Ein- bzw. Ausgang fiir die Strahlen, die auf das Objektiv treffen oder aus dem Objektiv
gesammelt werden sollen. Ein Kameraport ist in den Aufbau des Konfokalmikroskops
integriert, der andere Port dient zum Auslesen von Bildinformationen mittels einer
EMCCD-Kamera (iXon 887, Andor Technology, Belfast, Vereinigtes Konigreich), mit
deren Hilfe die Zellen vor einem Experiment via Durchlichtaufnahmen beobachtet und
auf ihre Morphologie und Dichte tiberpriift werden kénnen.

3.5.3. Gepulste alternierende Anregung fiir Messungen in zwei
Farbkanalen

Fiir die axialen Linienraster-FCS-Messungen wurden die Fluorophore im griinen und
roten Farbkanal durch gepulste alternierende Anregung (engl. pulsed interleaved excitati-
on) [145] mit einem gepulsten 470 nm- und 560 nm-Laser angeregt (Abbildung[3.6). Die
zeitliche Aneinanderreihung mehrerer Anregungslaserpulse wird an die Fluoreszenz-
lebensdauer der eingesetzten Fluorophore angepasst, sodass die Fluoreszenzphotonen
eines Farbkanals nahezu komplett detektiert wurden, bevor ein weiterer Laserpuls ge-
neriert wird. Durch die Kenntnis der Pulsintervalle und der Verzogerungszeit zwischen
den einzelnen Pulsen konnen die ankommenden Photonen an den Detektoren einem
bestimmten Farbkanal zugeordnet werden. Die gepulste alternierende Anregung mini-
miert das spektrale Ubersprechen erheblich und erméglicht zudem kiirzere Messzeiten,
da die Fluoreszenzfluktuationen beider Farbkanile in einem Rastervorgang praktisch
gleichzeitig aufgenommen werden kénnen.

In dem Aufbau des axialen Linienraster-FCS-Mikroskops sendet der 470nm Laser
hierfiir einen Triggerpuls an ein TCSPC-System, das das Triggersignal und die Zeit
zwischen dem Triggersignal und der Ankunft eines Photons registriert. Die Ankunfts-
zeiten der Photonen hdngen im Allgemeinen von der Lebensdauer des emittierenden
Fluorophors ab. Die Verzogerungszeit zwischen dem 470 nm- und 561 nm-Laserpuls
ist mit einem selbstgebauten Verzogerungsgenerator auf etwa 12,5 ns eingestellt. Dies
soll gewihrleisten, dass das Fluoreszenzsignal als Antwort auf den ersten Laserpuls
moglichst schon abgeklungen ist, bevor das zweite Zeitfenster fiir den ndchsten Puls
beginnt. Generell wurde in dieser Arbeit axiale Linienraster-FCS-Messungen an fluo-
reszenzmarkierten lebenden Zellen mit einer Laserleistung im griinen Kanal (470 nm)
von 5uW (2,8 kWcem™2) und im roten Kanal (561 nm) von 3uW (1,5kWem~—2) durchge-
fiihrt. Referenzproben wurden, sofern nicht anders angegeben, ebenfalls unter diesen
Bedingungen gemessen.
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Abbildung 3.6: Schematische Darstellung der gepulsten alternierenden Anregung. Auf den ersten
Laserpuls (561 nm) folgt nach einer Verzogerung von etwa 12,5 ns ein zweiter Puls (470 nm). Anhand
der Detektionszeit der Photonen in Bezug zu den Laserpulszeiten konnen die Emissionssignale
dem jeweiligen Farbkanal zugeordnet werden. Dadurch wird das Ubersprechen auf ein Minimum
reduziert.

3.5.4. Charakterisierung der lateralen Fokusparameter der zwei
Farbkanale

Der Fokusparameter wy definiert die laterale Ausdehnung des Laserfokus, bei der die
Intensitét auf 1/¢? abfillt. Zur Bestimmung des Fokusparameters fiir den 470 nm- bzw.
561 nm-Laser im axialen Linienraster-FCS-Mikroskop wurde das Fluoreszenzsignal von
Multifarbenperlen (TetraSpeck Microspheres 0,1 um, ThermoFisher Scientific) (Kapitel
im jeweiligen Farbkanal durch einen Bandpassfilter 525/50 nm bzw. 600/37 nm
detektiert. Die Messungen wurden von Dr. Peng Gao (AG Nienhaus, APH, KIT) durch-
gefiihrt (Abbildung[3.7). Pro Farbkanal wurden 10 Multifarbenperlen ausgewiéhlt und
die gemessenen Intensitédtsprofile durch Gaufskurven angendhert (Abbildung |3.7| (a)).
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Abbildung 3.7: Ermittlung des Fokusparameters wy durch die Konfokalmikroskopaufnahmen von
Multifarbenperlen. (a) Beispielhafte Intensitdtsverteilungen von zwei Multifarbenperlen im blauen
und griinen Farbkanal mit den angenédherten GaufSkurven. (b) Verteilung der berechneten wy-Werte
ftr 10 Multifarbenperlen (Boxbereich: 25 % — 75 % Quartile, Whisker: Whisker: 1,5 x Interquartilab-
stand, schwarze Linie: Median, roter Stern: Mittelwert). Aus [143].

Der Fokusparameter wyp wurde schliefllich anhand der Halbwertsbreiten (HWB) der
angendherten Gaufikurven unter Beriicksichtigung des Durchmessers d der Multifar-
benperlen

HWB = \/HWB},.. — d? (3.1)
durch die folgende Beziehung berechnet:
wo = V2-In2- HWB. (3.2)

Die Ergebnisse befinden sich in Abbildung 3.7 (b). Aus den Boxplotﬂ ergab sich fiir
den blauen Fokusparameter w pjay =(209 £ 7) nm und fiir den griinen Fokusparameter
Wo,griin =(253 4+ 13) nm (Median + die Hélfte der beiden Abstidnde zu den Boxgrenzen).

3 Die Box des Boxplots grenzt typischerweise 25 % der kleinsten bzw. 75 % der grofiten Datenwerte
von den restlichen 50 % ab. Diese Boxplotgrenzen werden daher Quartile genannt. Der Abstand zwischen
beiden Quartilen wird als Interquartilabstand und die Antennen typischerweise als Whisker bezeichnet.
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3.5.5. Axiales Linienrastern mit der TAG-Linse
3.5.5.1. Charakterisierung der TAG-Linse

Vor dem Einsatz von axialem Linienrastern fiir FCS-Experimente an lebenden Zellen
musste der Einfluss der TAG-Linse auf den Laserfokus charakterisiert werden. Die
Messungen zur Charakterisierung der TAG-Linse wurden in enger Zusammenarbeit
mit Dr. Peng Gao (AG Nienhaus, APH, KIT) durchgefiihrt und ausgewertet.

Die Resultate einer typischen Messreihe zur Charakterisierung der TAG-Linse, die
von Dr. Peng Gao nach der Implementierung gemessen wurde, sind in Abbildung
und Abbildung dargestellt. Der Einfluss der TAG-Linse auf die PSF einer 80 nm-
Goldperle ist in Abbildung (a) ohne und (b) mit aktiver, in Resonanz schwin-
gender TAG-Linse zusammengefasst. Bei 640 nm-Anregungswellenldnge wurden x-z-
Querschnitte des Profils einer in einem Agarosegel (3% w/w) eingebetteten 80 nm-
Goldperle (EM.GC80, BBI solutions, Cardiff, Vereinigtes Konigreich) in etwa 30 pm
Hohe tiber dem Deckglas aufgenommen. Dabei war zu erkennen, dass die TAG-Linse
durch ihr schnelles, periodisches Rastern bei 147 kHz die PSF des Lasers effektiv auf
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Abbildung 3.8: Charakterisierung des Einflusses der TAG-Linse auf die gemessene PSF einer in
einem Agarosegel (3 % w/w) eingebetteten 80 nm-Goldperle (EM.GC80, BBI solutions) in etwa 30 pm
Hohe tiber dem Deckglas bei 640 nm-Anregungswellenldnge. (a) x-z-Querschnitt der 3D-PSF des
Lasers ohne und (b) mit aktiver, in Resonanz schwingender Tag-Linse. Die Grof8e des untersuchten
Volumens betrdgt 3 um x 3 um x 12 um. Ein Mafstabsbalken entspricht 1 pum. (c) Intensitatswerte in
der jeweiligen x-z-Ebene in Abhangigkeit von dem Fokusversatz, integriert tiber einen Radius vom
Zentrum von 250 nm, (schwarz) ohne und (rot) mit aktiver TAG-Linse. Aus [143].
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3.5. Axiale Linienraster-FCS

etwa 5,4 um in axialer Richtung aufweitete. Die zeitlich gemittelte Intensitit fiel an der
niedrigsten und hochsten axialen Position deutlich hoher aus als im restlichen Verlauf
des Rastervorgangs. Grund hierfiir waren die unterschiedlichen Geschwindigkeiten
bzw. Verweildauern der TAG-Linse an verschiedenen axialen Positionen, wodurch der
Laserfokus wesentlich ldnger an den Umkehrpunkten verharrte.

Um die zeitlich registrierten Photonen einer axialen Position zuordnen zu kénnen, ist
die Charakterisierung der nichtlinearen Rasterbewegung des Fokus durch die TAG-
Linse unerlisslich (Abbildung [3.9). Fiir diesen Zweck wurde bei eingeschalteter TAG-
Linse die Reflexion des Lasers an einem Glaspldttchen gemessen. Mit Hilfe des mi-
kroskopeigenen piezoelektrischen Wandlers wurde ein axialer Bereich von 15pm in
50 nm-Schritten fiir 300 x-y-Ebenen abgefahren. Die an der Glasoberflache reflektierten
Photonen wurden mittels TCSPC-Karte zeitlich registriert und schliefilich durch die
Kenntnis des Synchronisationssignals und der Rasterfrequenz der TAG-Linse einem
Zeitpunkt innerhalb einer Rasterperiode zugeordnet (Abbildung (a)). Der Verlauf
der Daten aus Abbildung 3.9 (a) wurde mit einer Fourierreihe aus vier Sinusfunktio-
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Abbildung 3.9: Nichtlinearer Rastervorgang der TAG-Linse, bestimmt durch die Messung der Refle-
xion des Lasers an einem Glasplittchen. Fiir die Messung wurde mit Hilfe des mikroskopeigenen
piezoelektrischen Wandlers ein axialer Bereich von 15pum in 50 nm-Schritten fiir 300 x-y-Ebenen
abgefahren und 8 pm fiir die Analyse verwendet (0,12 s/Position). (a) Fokusversatz in Abhéngigkeit
von der Periodendauer von 6,8 s, angendhert mit einer Fourierreihe aus vier Sinusfunktionen. (b)
Anhand der aus (a) gewonnenen Anpassungsfunktion werden die detektierten Photonen einem
bestimmten Fokusversatz innerhalb eines kompletten Rastervorgangs zugeordnet. Blaue Punkte:
Intensitaten des hellsten Pixels in jeder Spalte fiir 50 dquidistante, axiale Positionen der TAG-Linse,
normiert auf einen Bereich zwischen 0 und 1. Blaue Linie: Anpassung der Datenpunkte durch eine
Polynomfunktion siebten Grades. Graue Symbole: Integrierte Intensitit. Aus [143].
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nen angendhert, wodurch schlieflich alle Photonen innerhalb einer Rasterperiode einer
bestimmten axialen Position zugeordnet werden konnten. Abbildung [3.9| (b) zeigt so-
wohl den Verlauf der normierten integrierten Intensitét (grau) als auch der normierten
maximalen Intensitit (blau) in Abhidngigkeit von dem Fokusversatz innerhalb eines Ra-
stervorgangs bei insgesamt 50 verschiedenen dquidistanten TAG-Linsenpositionen. Der
Verlauf der maximalen Intensitdt war hierbei von groflerer Bedeutung, da bei der Aus-
wertung der axialen Linienraster-FCS-Daten zur Bestimmung der Membranposition
auch nur die Pixel mit der hochsten Intensitdt hinzugezogen wurden.

3.5.5.2. Laterales vs. axiales Rastern des Laserfokus

Eine Gegeniiberstellung von lateraler und axialer Linienraster-FCS ist in Abbildung
dargestellt und basiert auf Messungen von Dr. Peng Gao (axial) und Dr. Benedikt
J. Prunsche (lateral) (beide AG Nienhaus, APH, KIT) [143].

GUVs (engl. giant unilamellar vesicles) sind ein einfaches Modelsystem fiir eine Dop-
pellipidschicht und eignen sich daher hervorragend fiir einen Vergleich bei-
der Messmethoden. Fiir die Vergleichsmessungen in Abbildung (a) kamen mit
ATTO647N-DPPE (Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri) eingefarbte GUVs, bestehend
aus 50 % Sphingomyelin (57004, Sigma-Aldrich) und 50 % Cholesterol (C8667, Sigma-
Aldrich), zum Einsatz; ein ausfiihrliches Protokoll zur GUV-Herstellung findet sich in
der Literatur [[143]. Die resultierende FCS-Kurve fiir laterales Linienrastern weist im Ver-
gleich zur axialen Rastermethode eine deutlich hohere Korrelationszeit auf. Dies liegt
an der deutlich groleren Beobachtungsfldche (Ellipsenfldche Ajagera(wo,z0), 20 = 5 - wp)
beim lateralen im Vergleich zum axialen Rastern (Kreisfliche A, (wp)) (siehe Kapitel
[2.7.2). Dadurch verweilen fluoreszenzmarkierte Teilchen bei der lateralen Rastervari-
ante im Schnitt langer in der Beobachtungsfliche, wodurch sich die Wahrscheinlich-
keit fiir die Photobleichung erhoht. Die laterale Linienraster-FCS-Kurve weist zudem
eine verringerte Amplitude auf. Somit befindet sich im Mittel eine grofiere Anzahl
von Fluorophoren im Beobachtungsvolumen. Die benottigte Messzeit, um mittels la-
teraler Linienraster-FCS denselben mittleren relativen Fehler zu erreichen wie eine
60 s-Messung mittels axialer Linienraster-FCS, liegt bei etwa 300s (Abbildung (b)).
Ein weiterer Nachteil der lateralen Linienraster-Variante ist die Dauer, die der Strahls-
canner fiir einen Rastervorgang bendétigt. Sie liegt im Bereich von 1 ms [147] und stellt
somit die minimale Korrelationszeit dar, die mit lateraler Linienraster-FCS aufgelost
werden kann. Mittels axialer Linienraster-FCS kann ein Rastervorgang bereits in etwa
6,8 pus durchgefiihrt werden.
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Abbildung 3.10: Gegeniiberstellung der lateralen [147] und axialen Linienraster-FCS. (a) Resultieren-
de FCS-Kurven von axialen und lateralen FCS-Messungen an der Membran von mit Atto647N-DPPE
markierten GUVs (Punkte: Messdaten, Linie: Anpassung mit Hilfe von Gleichung (lateral) und
Gleichung (axial)). Die Messzeiten betrugen 200 s (axial) und 300s (lateral) bei einer Anregung
mit 640 nm und einer Laserleistung von 5 uW in der Probe. Fiir die laterale Linienraster-FCS rasterte
der Strahlscanner wiederholt eine Linie der Liange 10 pm mit einer Frequenz von 500 Hz ab. (b)
Mittelwert und Standardabweichung der relativen Abweichung einzelner FCS-Kurven vom Mittel-
wert aus allen FCS-Kurven. Die Daten basieren auf FCS-Messungen an insgesamt 40 LRP6-mCherry
stabil exprimierenden H1703-Zellen bei einer Laserleistung von 6 yW (Anregung mit 561 nm) und
Detektion im Bereich von (600 £ 19) nm. Die grau-gestrichelte Linie dient als Referenzlinie und gibt
an, welche Messzeit bei der lateralen Rastervariante benétigt wird, um den relativen Fehler einer
axialen Linienraster-FCS-Messung mit 60's zu erreichen. Aus [143].

3.5.6. Analyse der zeitlichen Intensitatsspur von axialen Linienraster-
FCS-Experimenten an lebenden Zellen

In diesem Abschnitt wird der Ablauf einer typischen axialen Linienraster-FCS-Messung
zur Bestimmung der Bindungsaffinitdt zwischen einem Rezeptor und seinem Liganden
an der Membran lebender Zellen niher erldutert. Die im Folgenden gezeigten Daten
stammen aus Experimenten an lebenden HEK293T-Zellen, die in enger Zusammenar-
beit mit Dr. Peng Gao (AG, Nienhaus, APH, KIT) geplant und durchgefiihrt wurden.
Als Rezeptor wurde LRP6-mCherry tiberexprimiert und als Ligand DKK1-eGFP in
Form von konditioniertem Medium (Kapitel hinzugegeben. Abbildung (a)
zeigt sowohl eine beispielhafte 2D-Konfokalaufnahme als auch die zugehorigen Quer-
schnitte in axialer Richtung durch HEK293T-Zellen, an deren Membranen DKK1-eGFP
an LRP6-mCherry gebunden hatte.
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Abbildung 3.11: (a) 2D-Konfokalbilder und zugehorige axiale Querschnitte durch die Membran
von im griinen und roten Farbkanal fluoreszenzmarkierten HEK293T-Zellen. LRP6-mCherry (Rezep-
tor) wurde von den Zellen tiberexprimiert und DKK1-eGFP (Ligand) in Form von konditioniertem
Medium hinzugegeben. Ein Mafstabsbalken entspricht 16 um. (b) Rekonstruiertes Pseudobild der
Zellmembran im griinen und roten Farbkanal dargestellt als Kymograph. Das Fluoreszenzsignal
wurde innerhalb einer Scanperiode in 50 Pixel (horizontal) eingeteilt und in Abhdngigkeit von der
Messzeit (vertikal) aufgetragen. Die Membranposition wurde durch die Bestimmung des Pixels
hochster Intensitédt innerhalb einer halben Scanperiode ermittelt (dicke, weifse Linie). Der Wert des
Hintergrundsignals innerhalb und aufserhalb der Zelle in einem Abstand von etwa 10 Pixel (~2um,
diinne weifse Linie) von der Membranposition wurde gemittelt und zur Korrektur des fluoreszieren-

den Hintergrundsignals in der spéteren Analyse beriicksichtigt. Aus [143].

Bei einer axialen Linienraster-FCS-Messung wird die Membran einer Zelle wihrend
einer Scanperiode der TAG-Linse von 6,8 us zweimal passiert. Die Messzeit fiir ei-
ne axiale Linienraster-FCS-Messung betrdgt, sofern nicht anders angegeben, 60s. Das
detektierte Fluoreszenzsignal wird durch das TCSPC-System zeitlich registriert. An-
hand des Triggersignals fiir die gepulste alternierende Anregung kénnen die Photonen
in das 25 ns-Zeitfenster eingeteilt und im Anschluss einem der zwei Laserpulse bzw.
einem Farbkanal zugeordnet werden. Der komplette Rastervorgang der TAG-Linse
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wird fiir die spatere Analyse in 50 Zeitpixel unterteilt (x-Achse des Kymographen
in Abbildung (b)). Die Photonen im jeweiligen Farbkanal kénnen dann anhand
des Triggersignals der TAG-Linse einem dieser Zeitpixel zugeordnet werden. In Ab-
hédngigkeit von der Messzeit (y-Achse des Kymographen) ergeben diese Scanlinien
eine Art Pseudobild der zeitlichen Membranposition in einer axialen Linienraster-
FCS-Messunﬁ Fiir die Korrelationsanalyse sind lediglich die Fluoreszenzfluktuatio-
nen an der Zellmembran von Interesse. Daher wird fiir die FCS-Analyse in beiden
Hilften des Pseudobildes bzw. einer TAG-Scanlinie (aufwiérts und abwarts) der Pi-
xel hochster Intensitiat bestimmt (Iyembrant, IMembran2 ), Welcher der zeitlichen Position
der Membran entspricht. Die Intensitatsverldufe der Pixel hochster Intensitidt werden
schliellich zu einem Intensitédtsverlauf Ig /R,Origmal(t) im jeweiligen Farbkanal vereint
(Abbildung (a)). Die Fluoreszenzfluktuationen an der Zellmembran werden im
Allgemeinen durch die Hintergrund-Fluoreszenz lebender Zellen {iiberlagert, was in
der Analyse berticksichtigt und korrigiert werden muss. Daher wird, ausgehend von
dem Pixel hochster Intensitdt, das Hintergrundsignal von zwei Pixeln, einem inner-
halb und einem aufierhalb der Zelle, bestimmt. Beide befinden sich in jeweils 10
Pixel Entfernung vom Pixel hochster Intensitdt. Die mittlere Hintergrundintensitat
(I /R,Hintergmnd(t)) wird in der Analyse von dem Fluoreszenzsignal der Zellmembran
abgezogen (Ig/r Korrektur(f) = IG/R Original (t) — IG/R Hintergrund (£))- Die aus der Korrelati-
onsanalyse des korrigierten Fluoreszenzsignals gewonnenen FCS-Kurven sind in Ab-
bildung (b) dargestellt. Im Idealfall, ohne den Einfluss von Membranbewegungen
oder anderen Storungen, wiirde die Membran immer zur selben Zeit innerhalb eines
Rastervorgangs der TAG-Linse vom Laserfokus passiert werden. Das bedeutet, dass
die Zeitspur des Pixels maximaler Intensitét (dicke, weifle Linie in Abbildung (b))
einer geraden, vertikalen Linie entsprechen miisste.

An dieser Stelle ist anzumerken, dass durch die Kenntnis der Makrozeit (Zeit innerhalb
der Gesamtmesszeit) und der TAG-Zeit/Scanhohe-Beziehung aus Abbildung (a)
alle registrierten Photonen einer bestimmten Scanhthe zugeordnet werden konnen.
In Kombination mit dem konventionellen 2D-Rastern des Laserfokus in x-y-Ebene
ermoglicht die TAG-Linse schnelle 3D-Aufnahmen.

% Fiir eine z-Messzeit-Abbildung der Zellmembran miissen die registrierten Photonen anhand ihrer
TAG-Zeit (innerhalb einer halben Scanperiode, 3,4 ps fiir einen Scan in positiver oder negativer z-Richtung)
durch die Fitfunktion aus Abbildung [3.9|einer bestimmten Scanhohe in z-Richtung zugeordnet werden.
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Abbildung 3.12: (a) Intensitédtsverldufe des griinen (DKK1-eGFP) und roten (LRP6-mCherry) Fluo-
reszenzsignals an der Zellmembran und des griin- und rot-fluoreszierenden Hintergrunds in einer
axialen Linienraster-FCS-Messung. (b) Die aus (a) resultierenden Korrelationskurven fiir den griinen
und roten Farbkanal, sowie fiir die Kreuzkorrelation der Fluoreszenzsignale beider Farbkanile (blau).
Anpassung der Kurven durch eine 2D-FCS-Fitfunktion (Gleichung @) Aus [143].

3.5.7. Kompensation fiir die Photobleichung der Fluorophore

Durch die Exposition der Fluorophore mit dem Laserlicht finden photochemische Reak-
tionen statt, die den Fluorophor schiadigen und schliefilich zerstéren, wodurch er seine
Fluoreszenzeigenschaft verliert. Fluoreszenzmarkierte Proteine an der Zellmembran
diffundieren im Vergleich zu freien Teilchen in Losung durch das Beobachtungsvolu-
men relativ langsam, wodurch sie ldnger in diesem verweilen. Dies wiederum erhoht
die Wahrscheinlichkeit der Photobleichung. Folglich nimmt der Mittelwert der Inten-
sitdit, um den das Fluoreszenzsignal fluktuiert, iber die Messzeit ab (Abbildung
(a)). Dadurch steigt die Autokorrelationsamplitude an und es werden niedrigere Kon-
zentrationen berechnet als tatsdchlich vorhanden waren. Fiir die Korrektur der Pho-
tobleichung wird das Verhéltnis Ig/g original(0)/ IG/R Original () bestimmt und dessen
Verlauf mit einer Summe aus sechs Sinusfunktionen angenéhert [[147]. Diese Funktion
wird im Folgenden als () bezeichnet. Die fiir die Korrelationsanalyse verwendeten
Intensitétsverldufe Ig g (f) werden schliellich berechnet durch

Ic/r(t) = () - I/R Original (1) - (3.3)
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Anhand von diesen Intensitatsverlaufen werden Auto- und Kreuzkorrelationsfunktio-
nen wie in Gleichung berechnet:

_ v lgr() Igr(E+T))
Com(T) = @) ( (o r () 1)'
Gy(r) = et) Ir(t+ 7)) (3.4)

(I(t)) - {Ir(£))
Hierbei ist anzumerken, dass die Amplituden der Autokorrelationsfunktionen durch
einen Faktor 'y(t)_1 reskaliert werden miissen. Ohne diesen Faktor wiirden die Am-
plituden nach der Bleichkorrektur grofiere Werte annehmen als es ohne Photobleichen
der Fall wird’l Bei der Kreuzkorrelationsfunktion ist dieser zusitzliche Korrekturfak-
tor jedoch nicht notig, da sich die Beitrdge von () in Gleichung 3.4/ im Zéhler und
Nenner herauskiirzen.

3.5.8. Fitfunktionen und Vorgehensweise zur Bestimmung von
Bindungsaffinitaten

Im Folgenden wird von einem axialen Linienraster-FCS Experiment an einer Zellmem-
bran ausgegangen, bei dem die Rezeptorproteine jeweils mit einem roten und die
zugehorigen Liganden jeweils mit einem griinen Fluorophor markiert wurden. Die
Liganden werden in Form von konditioniertem Medium zur Zelle gegeben und bin-
den in Abhéngigkeit von der finalen Ligandenkonzentration im Zellmedium C an
die Rezeptoren. Nach einer gewissen Zeit stellt sich ein Bindungsgleichgewicht ein.
Ungebundene Liganden diffundieren im Allgemeinen wesentlich schneller als die an
ihre Rezeptoren gebundenen Liganden, wodurch ihre Diffusion in der spateren FCS-
Analyse vernachlassigt und lediglich die langsame Diffusion der membrangebundenen
Proteine im Millisekundenbereich betrachtet werden kann. Die ungebundenen, fluo-
reszenzmarkierten Rezeptoren liegen an der Membran mit einer Konzentration Cr vor.
An dieser Stelle ist anzumerken, dass einige Rezeptoren nicht fluoreszent vorliegen
konnen: Zum einen konnen die Zellen endogen Rezeptoren (kein Fusionskonstrukt)
herstellen oder das fluoreszente Protein kann in einer nicht vollstindig maturierten
bzw. zur Fluoreszenz nicht funktionellen Form vorliegen. Gebundene Rezeptor-Ligand-
Komplexe liegen somit an der Zellmembran mit den Konzentrationen Cy, (nicht funk-
tioneller Fluorophor) und Cgy, (funktioneller Fluorophor) vor. Der prozentuale Anteil

5 Diesen Zusammenhang erhdlt man, wenn man die Auto- bzw. Kreuzkorrelationsfunktionen

als Summe mehrerer Korrelationsfunktionen darstellt. Teilt man die mittlere Korrelationsamplitu-
de der Summe (Gg/r/x(0)) durch die initiale Korrelationsamplitude Gg,/r,xi(0), so ergibt sich

(Ga/r/x(0))/Ggr/x,i(0) = (7(t))-
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der funktionellen Fluorophore der Rezeptorproteine beeinflusst den Wert der via axia-
ler Linienraster-FCS bestimmten Bindungsaffinitdt nicht, was im folgenden Abschnitt
naher erlduert wird. Es ist wesentlich entscheidender, dass die Konzentration des fluo-
reszenzmarkierten Liganden bei jedem Experiment bekannt ist, da sich diese direkt auf
die Bindungskurve (x-Achse: freie Ligandenkonzentration) auswirkt. Im besten Fall
weist der Fluorophor des Liganden eine moglichst hohe Fluorophorfunktionalitit auf,
was durch das fluoreszierende Protein eGFP gegeben ist [T49HI5I].

Aus den axialen Linienraster-FCS-Daten in zwei Farbkanélen lassen sich zwei Autokor-

relationsfunktionen und eine Kreuzkorrelationsfunktion berechnen [143]:

-
1 4-DRL'T
a(7) AG-(CrL-i-CRL)Z (Ca kL) ( wé )
1 4.Dp - -1 4.D . -1
AR - (Cr+Crr) @R “R
(3.6)
1 4.D -
. =T
Go(T) = Cre (1422820 . 3.7
X( ) Aeff'(CR+CRL)'(CrL+CRL) RL( wgff > ( )

Hierbei steht Ag/r = 7 - w2 s fur die Beobachtungsflachen im griinen bzw. roten Farb-
kanal und Dg gy fiir den Diffusionskoeffizienten des Rezeptors bzw. der Rezeptor-
Ligand-Komplexe. A = 70 - w?; ist die effektive Beobachtungsfliche, die vom effekti-
ven Fokusparameter w?; = (w2 + wg)/2 abhéngt.

Fiir die Bestimmung der Bindungsaffinitdt zwischen Rezeptor und Ligand werden,
neben der Kenntnis der freien Ligandenkonzentration (x-Achse der Bindungskurve),
lediglich die Korrelationsamplituden bei T = 0 und die Beobachtungsflachen in den
unterschiedlichen Farbkanilen benétigt. Dieser Zusammenhang ist in den folgenden

Gleichungen dargstellt:

Ag CrL

(0)
= . , 3.8
GG(0)  Aer Cr+Cre (3:8)
Gx(0) _Ar - Cro . (39)
Gr(0)  Aeff Cu+Cro
Die Multiplikation beider Ausdriicke fiihrt zu
2 Ag-A
G(0) _ Ag-Ar Cru Crr (3.10)

Go(0)-Gr(0) A%, Cr+Cr Ca+Cri’
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Hierbei beinhaltet der Ausdruck Ag - Ar/AZ%; das quadratische Verhiltnis aus dem
geometrischen und arithmetischen Mittelwert der Beobachtungsflichen mit einem
Wert von 0,967 fiir den griinen und roten Farbkanal der axialen Linienraster-FCS-
Experimente in dieser Arbeit. Der tatsichliche Uberlapp der Beobachtungsflichen im
griinen und roten Farbkanal weicht bei der axialen Linienraster-FCS nur um wenige
Prozent von diesem Wert ab. Bei lateralen Linienraster-FCS- oder 3D-FCS-Experimenten
féllt diese Abweichung durch den Einfluss der axialen Fokuskomponente grofser aus.

Mit der Dissoziationskonstante Kp = Cg - C./Cgrr kann die Gleichung zu folgen-
dem Ausdruck umgeschrieben werden [143]:

_ & _ 1
A OO A TS

(3.11)

Der Verlauf von I'(Cy,) in Abhéngigkeit von der freien Ligandenkonzentration Cy, hat
die Form einer Bindungskurve, deren Sattigungswert fiir sehr hohe Ligandenkonzentra-
tionen Cp, — oo durch das Produkt aus dem geometrischen Faktor A und der Matura-
tionseffizienz des Rezeptor-markierenden Fluorophors f = Crr/(C,, + CrL) gegeben
ist. Anhand der aus axialen Linienraster-FCS-Experimenten gewonnenen Pseudobin-
dungskurve I'(Cp. ) kann schliellich durch die Anpassung der Daten mit der Gleichung
die Dissoziationskonstante bestimmt werden. An dieser Stelle ist anzumerken,
dass die Maturationseffizienz des Rezeptor-markierenden Fluorophors B lediglich ein
Skalierungsfaktor ist, welcher die Hohe der Bindungskurve beeinflusst, jedoch nicht
die daraus bestimmte Dissoziationskonstante.

3.5.9. Analyse der Bildung von Heterodimeren anhand von axialer
Linienraster-FCS

Im Folgenden wird die Bildung von Heterodimeren von zwei in unterschiedlichen
Farbkanélen (griin, rot) fluoreszenzmarkierten membrangebundenen Rezeptorproteine
betrachtet. Es wird davon ausgegangen, dass die Anzahl der nicht fluoreszenzmar-
kierten Rezeptoren fiir beide Farbkanile vernachldssigbar klein ist. Der Anteil der
Rezeptoren mit nicht funktionsfahigen Fluorophoren wird durch g/r und der fluores-
zierende Anteil mit G/R gekennzeichnet. An der Zellmembran kénnen die Rezeptoren
in einem einfachen Modell nur als Monomere oder als eine von vier Heterodimerarten
(GR, gR, Gr, gr) vorliegen. Fiir die Korrelationsamplituden fiir den jeweiligen Farbkanal
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folgt daraus [143]:
1 1

Gg(0) = = , 3.12
G( ) Ag- (CG+CGR+CGr) Ag - (CG_l_UElCGR) ( )
1 1

Gr(0) = = , 3.13

R( ) AR (CR+CGR+CgR) AR - (CR+77(_;1CGR) ( )
Ge(0) = Cer

Aett - (Cc + Cor + Car) - (Cr + Car + Cgr)
= Cor (3.14)

Acti - (C + 11z 'Car) - (Cr + 15" Car)

Hierbei bezeichnet 77g,r = Cg/r/(Cg/r + Cg/r) die Maturationseffizienz bzw. den funk-
tionellen Anteil der Fluorophore im jeweiligen Farbkanal. Um Riickschliisse tiber das
Verhiltnis der Anzahl der Heterodimere zur Gesamtanzahl von Rezeptorproteinen in
einem Farbkanal zu ziehen, muss das mit den Beobachtungsflachen gewichtete Verhalt-
nis aus Kreuz- und Autokorrelation des anderen Farbkanals F’G /R gebildet werden,

F/G _ Aeff ) GX(O) = — CGR , (3‘15)
Ar Gr(0)  yg'-Cor+Cq
Aeit Gx(0) Ccr
=46 Cal0) ~ gt Con t Cr (3.16)
Ufel GrR T CR

Mit geschickter Umformung und Aeg/ Ag = 1,23 und Aegs/ Ar = 0,85 erhdlt man die
tatsdchliche Prozentzahl der Heterodimere im griinen bzw. roten Farbkanal Fg /g tiber

die folgenden Gleichungen:

Car 1

Fo = = , 3.17
G Car+ Cc Fé_l—}—l—r]ﬁl ( )
Fr Cor L (3.18)

" Cor+Cr Fil+1—nct

3.5.10. Konventionelle FCS-Messungen ohne TAG-Linse

In dieser Arbeit wurden konventionelle FCS-Messungen (ohne TAG-Linse) im Cyto-
sol und Nukleus von lebenden Zellen durchgefiihrt. Fiir eine Cytosol- und Nukleus-
Messung wurde der Laserfokus zuerst im Cytosol einer Zelle platziert (Anhang
und eine 120 s-FCS-Messung gestartet. Im Anschluss wurde der Laserfokus in den Nu-
kleus der Zelle gelegt und eine weitere Messung gestartet. Die Abnahme der zeitlichen
Intensitdtsverldufe aufgrund von Photobleichung der Fluorophore wurde korrigiert
[147] und die resultierenden Intensititsverldufe einer Korrelationsanalyse unterzogen.
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Die aus dem Fit der FCS-Kurven gewonnenen Korrelationsamplituden wurden analog
zu Kapitel durch einen Korrekturfaktor fiir die Photobleichung korrigiert. Im An-
schluss daran wurden die korrigierten, apparenten Korrelationsamplituden Gg /R app (0)
im griinen bzw. roten Farbkanal durch einen Korrekturfaktor fiir das unkorrelierte Hin-
tergrundsignal der Zellautofluoreszenz nach Foo et al. [I52] korrigiert:

12
Ge/r(0) = G/Rmess -G 0). 3.19
G/R( ) (IG/R,mess - IG/R,HG)Z G/R,app( ) ( )

Hierbei steht I R mess flir die mittlere Fluoreszenzintensitdt im jeweiligen Farbkanal.
Fiir die Korrektur der Zellautofluoreszenz wurde der Median der Hintergrundinten-
sitaten Ig /g g im Cytosol und im Nukleus von mindestens 15 Kontrollzellen unter
den jeweiligen Bedingungen (ohne/mit Zugabe einer Chemikalie) in die Berechnung
einbezogen. Anhand von Referenzmessungen von Farbstofflosungen wurden aus den
Korrelationszeiten und korrigierten Korrelationsamplituden Diffusionskoeffizienten

und Konzentrationen bestimmt.
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4. Ergebnisse

4.1. Die Rolle von B-Catenin in Darmkrebszellen

4.1.1. Allelspezifische Expression von (3-Catenin in HCT116-Zellen

Im Rahmen des SFB1324 wurden in Kollaboration mit der Arbeitsgruppe von Prof. Dr.
Michael Boutros (DKFZ, Heidelberg) die Auswirkungen von Wnt-Signalweg stimulie-
renden Chemikalien auf die Konzentration von 3-Catenin in der Darmkrebszelllinie
HCT116 untersucht [I53]. In manchen Darmkrebszellen fithren Mutationen im Ge-
nom zur Erh6hung der intrazellularen Menge an 3-Catenin. So fiihrt in HCT116-Zellen
eine bestimmte, nattirlich auftretende Mutation in der Sequenz von [3-Catenin zu ei-
nem solchen Effekt und dadurch zur erhohten Wnt-Aktivitit, die wiederum mittels
Luziferase-Reporterassay nachgewiesen werden kann [154]. Auf dem einen Allel befin-
det sich das Wildtypgen (WT) von 3-Catenin und auf dem anderen Allel fehlt die Ami-
nosdure Serin an der Sequenzstelle 45 (ASer45 oder A45), die eine fiir den Abbau von
B-Catenin essenzielle Phosphorylierungsstelle darstellt. Allelspezifische Unterschiede
in der Expression und im Diffusionsverhalten dieser beiden unterschiedlichen Versio-
nen von -Catenin in lebenden Zellen waren Schwerpunkte der Untersuchung. Fiir
diese Experimente wurde das Genom der zu untersuchenden HCT116-Zelllinie mit
dem CRISPR/Cas9-System, einem Werkzeug zur Genom-Editierung, verandert. Mit
dieser Methode wurde (3-Catenin fluoreszenzmarkiert und drei isogene Variationen der
HCT116-Zelllinie generiert: #33, #37 und #45. Dadurch exprimierten diese Zelllinien
das Zielprotein mit dem modifizierten Gen weiterhin auf einem nattirlichen Expressi-
onslevel (endogen). Dr. Giulia Ambrosi (AG Boutros, DKFZ, Heidelberg) tibernahm
hierfiir die CRISPR/Cas9-Geneditierung der Zelllinien, die Uberpriifung des erfolgrei-
chen Einbaus des Fluorophors sowie alle Wnt-Aktivitdts-Tests. Im Anschluss wurden
diese Zelllinien der Arbeitsgruppe Nienhaus zur weiteren Zellkultur und Probenpra-
paration vor den Messungen iibergeben. Der genaue Ablauf der Probenpréparation
und der Zellkultur befinden sich in Kapitel Bei den Zelllinien #33 und #45 han-
delt es sich um Kontrollzelllinien, in welchen 3-Catenin in jeweils nur einem Allel mit
einem Fluoreszenzmarker versehen wurde. In der Variante #33 ist das Allel mit dem
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Wildtyp-Gen (3-Catenin mit dem griin fluoreszierenden Protein mClover markiert. Die
mutierte Version von B-Catenin auf dem zweiten Allel, bei der die Aminosdure an der
Sequenzstelle 45 fehlt (ASer45), wurde hingegen mit dem rot fluoreszierenden Protein
mCherry versehen. Die Zelllinie #37 beinhaltet beide fluoreszenzmarkierte Versionen
von (3-Catenin (Abbildung [4.1).

4.1.2. 3-Catenin-Expressionslevel in HCT116-Zellen mittels Spinning-
Disk-Konfokalmikroskopie

Die Zelllinien #33, #37 und #45 wurden nach Erhalt in Kultur genommen und zeitnah
auf Vitalitdtszustand und die Expressionslevel von -Catenin tiberpriift. Hierzu wur-
den die Zellen in 8-Kammerdeckgladser (Kapitel gesetzt und nach erfolgreicher
Adhiésion via Spinning-Disk-Konfokalmikroskopie (SDCM) untersucht. Obwohl ledig-
lich das Genom dieser Zelllinien verdndert wurde und sie die 3-Catenin-Versionen
folglich nicht tiberexprimierten, waren die fluoreszierenden Versionen von 3-Catenin
in allen drei Zelllinien dennoch im entsprechenden Farbkanal des Fluorophors gut
zu erkennen (Abbildung (a)): Es ist bekannt, dass 3-Catenin nicht nur im Cyto-
sol und Nukleus der Zelle vorliegt, sondern sich auch an der Zellmembran anlagert
[16] [19] 155]. Hier ist p-Catenin vorwiegend an Zelladhisionsverbindungen auf Cadhe-
rinbasis beteiligt, worauf in dieser Arbeit, bis auf den ndchsten Abschnitt, jedoch nicht
niher eingegangen wird.

Zur ersten Probencharakterisierung wurden die effektiven Expressionslevel der zwei

iR

Allel1: B-Catenin(WT)-mClover
Allel2: B-Catenin(ASer45)-mCherry

Abbildung 4.1: Entwurf der CRISPR/Cas9-genmodifizierten HCT116-Zelllinie #37; Allell:
B-Catenin(WT)-mClover, Allel2: B-Catenin(ASer45)-mCherry. In den Kontrollzelllinien ist
B-Catenin auf jeweils nur einem Allel fluoreszenzmarkiert; #33: -Catenin-mClover(WT), #45:
B-Catenin(ASer45)-mCherry.
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R-Catenin(WT)-mClover R-Catenin(WT) R-Catenin(WT)-mClover
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Abbildung 4.2: Bestimmung der allelspezifischen Expressionslevel der fluoreszenzmarkierten
B-Catenin-Varianten in den Zelllinien #33, #45 und #37 via Spinning-Disk-Konfokalmikroskopie. (a)
Aufnahmen der Zelllinien #33, #45 und #37 im griinen (oben) und roten (unten) Farbkanal. Fiir alle
Aufnahmen innerhalb eines Farbkanals wurde zum besseren Vergleich ein festgelegter Intensitétsbe-
reich gewdhlt. Der Mafistabsbalken entspricht 10 pm. (b) Vergleich der B-Catenin-Expressionslevel
im Membran- und Cytosolbereich der Zelllinien #33, #45 und #37.

B-Catenin-Versionen im Cytosol und auf der Membran der drei geneditierten Zelllinien
miteinander verglichen (Abbildung 4.2| (b)). Hierbei ist anzumerken, dass anhand der
SDCM-Aufnahmen keine absoluten Konzentrationen bestimmbar sind. Zudem ist das
im Folgenden diskutierte scheinbare Expressionslevel nicht unbedingt proportional
zur tatsdchlichen Anzahl von exprimiertem -Catenin, sondern hdngt auch stark von
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dem Regulationsmechanismus bzw. dem Abbau der jeweiligen 3-Catenin-Version in
der betrachteten Zelllinie ab. Fiir den Vergleich des B-Catenin-Expressionslevels an der
Zellmembran wurden mit der Software Fiji Linien mit Breite eines Pixels fiir
mehrere Zellen entlang ihrer Zellmembran gelegt und die aufsummierte Gesamtin-
tensitdt je Membran mit der Membranldnge gewichtet. Insgesamt ging pro Zelllinie
eine Gesamtmembranlidnge von mindestens 250 pm in die Auswertung mit ein. Auch
das Expressionslevel im Cytosol der Zellen wurde {iberpriift, indem eine Region von
Interesse im Zellinneren gewéhlt wurde, die weitgehend homogen erschien und keine
Vesikel mit hohem Intensitédtsbeitrag enthielt. Die gemessen Intensitdten wurden mit
der Flache gewichtet und gemittelt, wobei pro Zelllinie eine Gesamtfliche von min-
destens 615 pm? beriicksichtigt wurde. Fiir die Bestimmung der Autofluoreszenz der
HCT116-Zellen wurde jeweils die mittlere Intensitét in der Zelllinie #45 (griiner Farbka-
nal) und #33 (im roten Farbkanal) ermittelt und diese anschlieBend von der mittleren
Intensitat im Farbkanal der entsprechend fluoreszenzmarkierten $-Catenin-Version ab-
gezogen.

Vergleicht man die mittleren Intensitdten der Zelllinie #37 mit der der Zelllinie #45,
so weist #37 eine leicht niedrigere 3-Catenin(ASer45)-mCherry-Konzentration an der
Membran (Verhiltnis der mittleren Intensitiaten (#37/#45): 0,76), dafiir eine etwas hohe-
re mittlere Intensitdt im Cytosol (Verhdltnis der mittleren Intensitdten (#37/#45): 1,72)
auf. Die mit mClover markierte -Catenin(WT)-Version wurde bei der Zelllinie #37 in
beiden Fillen wesentlich starker exprimiert als bei #33 (Verhéltnis der mittleren Inten-
sitaten (#37/#33): 2,78 (Cytosol) und 3,33 (Membran)). Zusammenfassend ldsst sich
sagen, dass die Zelllinie #45 eine bessere Kontrollzelllinie darstellte als die Zelllinie #33,
die B-Catenin(WT)-mClover in einer deutlich geringeren Menge exprimierte. Mochte
man die Expressionslevel in beiden Farbkandlen miteinander vergleichen, so sollte
man die Helligkeit der einzelnen Fluorophore beriicksichtigen. mClover ist etwa einen
Faktor 5 heller als mCherry [157] [158], was bedeutet, dass $-Catenin(WT) sowohl an
der Membran als auch im Cytosol in weitaus niedrigeren Konzentrationen vorliegt als
B-Catenin(ASer45). Fiir die Messergebnisse im Cytosol bedeutet dies, dass die Konzen-
tration von -Catenin(WT) in etwa der Hilfte der Konzentration von 3-Catenin(ASer45)
entspricht.
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4.1. Die Rolle von 3-Catenin in Darmkrebszellen

4.1.3. B-Catenin-Expressionslevel und Komplexbildung in HCT116-Zellen
mittels FCS

Der Vergleich der allelspezifischen Expressionsniveaus von 3-Catenin in den CRISPR/
Cas9-geneditierten HCT116-Zellen mittels SDCM gab einen ersten Eindruck tiber die
zu erwartenden Konzentrationsverhéltnisse, die im Folgenden via FCS-Messungen
quantitativ zu bestimmen waren. Die FCS-Messungen im Cytosol und Nukleus von
Zellen wurden analog zu Kapitel durchgefiihrt und ausgewertet.

4.1.3.1. Alexa-Farbstoffe als Referenz

Als Referenzproben wurden die organischen Farbstoffe Alexa488 und Alexa546 (Thermo-
Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts) in wéssriger Losung mit bekannten Diffusi-
onskoeffizienten verwendet [159]]. Beide Farbstoffe wurden sowohl bei 37 °C als auch
mit der gleichen Laserleistung wie bei den folgenden Messungen an lebenden HCT116-
Zellen (Kapitel gemessen, um eine moglich gute Vergleichbarkeit der Ergebnisse
zu gewdhrleisten. Mit den anhand der Anpassungen der FCS-Kurven (Abbildung
(a)) bestimmten mittleren Korrelationszeiten von Alexa488 (tp =(36,0+1,0) ps,
Mittelwert £ SEM) und Alexa546 (tp =(49,9 £ 1,2) ps) wurde der laterale Fokusvolu-
menparameter im griinen (wp =(258 £ 8) nm) und roten Farbkanal (wy =(312 + 8) nm)
bestimmt. Die unter den oben genannten Bedingungen aufgenommenen mittleren FCS-
Kurven von Alexa488 und Alexa546 in DPBS (engl. Dulbecco’s phosphate-buffered saline,
phosphatgepufferte Salzlosung) sind in Abbildung 4.3|(a) dargestellt.

4.1.3.2. Fluoreszierende Proteine in HCT116-Zellen als Referenz

Die FCS-Messungen der in DPBS gelosten Alexa-Farbstoffe konnten nicht direkt als
Referenz fiir Zellmessungen verwendet werden, da DPBS, u. a. durch seine geringere
Viskositdat und das Fehlen von Zellkompartimenten, die Eigenschaften des Cytosols
einer Zelle nicht widerspiegelt. HCT116-Zellen, die zusédtzlich mit den fluoreszieren-
den Proteinen eGFP, mClover oder mCherry mit bekannter Molekiilmasse (~ 27 kDa)
transient transfiziert wurden, eigneten sich als Referenzproben deutlich besser. Im Fall
der griin fluoreszierenden Proteine wurde die Zelllinie #45 und fiir mCherry die Zell-
linie #33 verwendet. Die Mediane der Verteilungen der mittleren Korrelationszeiten
der fluoreszierenden Proteine im Cytosol und Nukleus von HCT116-Zellen (Abbil-
dung (b)) lagen im selben GroBenbereich (Tabelle .T). Dies war auch zu erwarten,
da diese fluoreszierenden Proteine alle eine Molekiilmasse von etwa 27 kDa besitzen
[157 [160] und dadurch dhnliche Diffusionseigenschaften aufweisen sollten. Die
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mittleren Korrelationszeiten der fluoreszierenden Proteine im Inneren von HCT116-
Zellen lagen etwa eine Groflenordnung tiber den mittleren Korrelationszeiten von
Alexa-Farbstoffen in wéassriger Losung bei 37 °C. Dies liegt nicht nur an den unter-
schiedlichen Molekiilgrofien, sondern auch an dem Viskositdtsunterschied von DPBS
und dem Cytosol der HCT116-Zellen. Fiir die Bestimmung des Verhiltnisses der Visko-
sitdten #cytosol/ fpPBS Wurden die Stokes-Einstein-Gleichung (Gleichung und die
Gleichung verwendet. Bei der Berechnung werden lediglich die Korrelationszeiten
(Alexa488: (355+1,1) ps, Alexa546: (49,9 +1,2) us, tibrige Fluorophore: Tabelle {4.1)
und die Molekiilmassen der Fluorophore (Alexa488: 0,643 kDa [64], Alexa546: 1,08 kDa
[161]], Fluorophor 27 kDa) benétigt. Der fiir eGFP ermittelte Viskositédtsfaktor (Tabelle
stimmt mit den Faktoren tiberein, die bereits durch Dayel et al. [162] fiir GFP mit
Ncytosol/ Twasser = 2,9-3,5 hauptséchlich in CHO-K1-Zellen und von Chen et al. [163]
ftir eGFP mit 77Cytosol/ HTWassrigeLosung = 3,1+0,6 und #Nukleus/ HWéssrigeLosung = 33+08
in HeLa-Zellen beobachtet wurden.
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Abbildung 4.3: FCS-Referenzproben: Alexa488 und Alexa546 und fluoreszierende Proteine in
HCT116-Zellen. (a) FCS-Kurven von in DPBS gelosten Alexa488- und Alexa546-Farbstoffen. An-
passung der Datenpunkte durch eine 3D-FCS-Fitfunktion (Gleichung [2.88). (b) Verteilung der be-
stimmten Korrelationszeiten von eGFP und mClover in Zelllinie #45 und mCherry in Zelllinie #33
(Boxbereich: 25%-75% Quartile, Whisker: 1,5 x Interquartilabstand, schwarze Linie: Median, graues
Quadrat: Mittelwert. Jeder Punkt spiegelt eine individuelle FCS-Messung in einer Zelle wider. eGFP:
Cytosol von 15 Zellen, Nukleus von 11 Zellen; mClover: Cytosol von 6 Zellen, Nukleus von 14 Zellen;
mCherry: Cytosol von 11 Zellen, Nukleus von 13 Zellen.)
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Tabelle 4.1.: Dynamik von fluoreszierenden Proteinen in HCT116-Zellen. Anhand der Boxplot-Werte
aus Abbildung wurde der Median der Korrelationszeiten (+ Halfte der Boxplotgrenzen) von
diffundierenden fluoreszierenden Proteinen in HCT116-Zellen bei 37 °C bestimmt. Aus diesen Wer-
ten wurde schlieBllich das Verhiltnis der Viskosititen von HCT116-Zellen und Wasser gebildet

TICytosol /Nukleus / NWasser-

Fluorophor eGFP mClover mCherry
Position Cytosol Nukleus Cytosol Nukleus Cytosol Nukleus
Tp (ms) 0,39+0,09 042+0,10 0,40+0,02 0,43+0,04 0,42+0,08 0,38+0,06

nacrie/moees 3,24+0,7  3,4+08 32440,19 35+03 29406 2,6+04

4.1.3.3. FCS-Messungen von B-Catenin in HCT116-Zellen

Fiir die im Folgenden aufgefiihrten FCS-Messungen wurde die Zelllinie #37 gewdhlt,
in der $-Catenin auf beiden Allelen fluoreszenzmarkiert wurde. Ein Ziel dieser FCS-
Messungen war, nicht nur quantitativ die Konzentration der beiden p-Catenin-Varianten
im Zellinneren zu bestimmen, sondern auch deren Diffusionsverhalten bzw. deren Ten-
denz zur Komplexbildung ndher auf den Grund zu gehen. Da in den darauffolgenden
Experimenten Chemikalien (u. a. Inhibitoren) in einem bestimmten Volumen zu dem
Zellmedium gegeben wurden, wurde fiir die Kontrollmessungen dasselbe Volumen an
purem Losungsmittel (DMSO) verwendet, nur ohne Chemikalien. Um hierbei nicht nur
die Reproduzierbarkeit der Ergebnisse zu gewihrleisten, sondern auch die biologische
Relevanz zu bestétigen, wurden fiir die Auswertung jeweils drei biologische Replikateﬂ
hinzugezogen.

Die Kreuzkorrelationsanalyse der Intensitdtsverldufe in beiden Farbkanélen von FCS-
Messungen an der Zelllinie #37 ergab, dass die Wildtypvariante und die mutierte
Version von [3-Catenin weder im Cytosol noch im Nukleus zusammen als Komplex
diffundieren. Abbildung 4.4] zeigt die Auto- und Kreuzkorrelationskurven einer FCS-
Messung im Cytosol und Nukleus einer Zelle der Zelllinie #37. Die Amplitude der
Kreuzkorrelationskurve liegt im Vergleich mit den Amplituden der Autokorrelations-
kurven deutlich bei null. Als Nachstes wurden die Dynamik und das Expressionslevel

I Drei unabhéngige Datensitze, aufgenommen an drei unterschiedlichen Tagen und in drei frisch

angesetzten Proben.
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Abbildung 4.4: Beispielhafte FCS-Messung von B-Catenin(WT)-mClover und @-Catenin(ASer45)-
mCherry im (a) Cytosol und (b) Nukleus einer Zelle der Zelllinie #37. Anpassung der Datenpunkte
durch eine 3D-FCS-Fitfunktion (Gleichung [2.88).

von beiden fluoreszenzmarkierten 3-Catenin-Varianten ndher untersucht. Die Ergeb-
nisse einer FCS-Messreihe an mehr als 40 individuellen Zellen der Linie #37 wurden
mit Hilfe der Daten der zuvor gemessenen Referenzproben in Konzentrationen und
Diffusionskoeffizienten umgewandelt (Abbildung [4.5). Da es sich bei Zellen um le-
bende Organismen handelt, die sich individuell in Zellzyklus, Proteinkonzentration
und Zellmetabolismus unterscheiden, lagen die Messergebnisse im Allgemeinen breit
gestreut vor. Der Diffusionskoeffizient von -Catenin hangt insbesondere nicht nur von
der Protein- bzw. Komplexgrofie, sondern auch von der lokalen Beschaffenheit und den
Hindernissen in der Zelle ab, die die Diffusion von 3-Catenin stark beeinflussen kon-
nen. Die anhand des Medians und der Boxplotgrenzen bestimmten Konzentrationen
und Diffusionskoeffizienten sind in Tabelle 4.2| aufgefiihrt.

Da die Mutation von Ser45 den Abbau von -Catenin hindert, lag die Wildtyp-Version
(Cg—cat. =(32+9)nM) im Vergleich zur mutierten Version von p-Catenin (Cg_cat. =
(75+11) nM) wie erwartet in einer deutlich niedrigeren Konzentration vor. Die Kon-
zentration der WT-Variante liegt bei etwa der Halfte der Konzentration der mutierten
B-Catenin-Variante, was gut mit den SDCM-Ergebnissen (Kapitel tibereinstimmt.
Die WT-Variante diffundierte zudem schneller als die mutierte Variante von 3-Catenin,
was darauf hindeutete, dass sich die mutierte Version in gréfieren Komplexen durch
das Cytosol bzw. den Nukleus der Zellen bewegte.
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Abbildung 4.5: (a) Verteilung der Konzentrationen und (b) Diffusionskoeffizienten von (-
Catenin(WT)/(ASer45) im Cytosol und Nukleus der Zelllinie #37 14 h — 26 h nach Zugabe von 10 pM
DMSO (Kontrolle). (Boxbereich: 25 % — 75 % Quartile, Whisker: 1,5 x Interquartilabstand, schwarze
Linie: Median, schwarzer Punkt: Mittelwert. Jeder Punkt spiegelt eine individuelle FCS-Messung in

einer von insgesamt mehr als 40 Zellen wider.)

Tabelle 4.2.: Konzentration und Diffusionskoeffizient von B-Catenin(WT)/(ASer45) im Cytosol und
Nukleus der Zelllinie #37. (Median + Hailfte der Boxplotgrenzen.)

C — i D — nin
Zelllinie Zugabe Allele Position A—Catenin b gatfl
(nM) (um?s~1)
#37WT  DMSO  Cytosol WT 32+9 17 + 6
A45 75+ 11 10,6 = 1,8
Nukleus WT 309 16 £ 4
A45 71 + 11 12,0 £2,3

Die Rolle des Zerstérungskomplexes bei der 3-Catenin-Komplexbildung
Wie die FCS-Messungen an Zelllinie #37 zeigten, lag die mutierte Version von 3-Catenin

im Vergleich zur Wildtypversion nicht nur in grofSeren Mengen vor, sondern diffundier-

te deutlich langsamer. Dies lieff vermuten, dass $-Catenin in grofien Proteinkomplexen

festsitzt, bei denen es sich aufgrund der Mutation der Phosphorylierungsstelle Ser45

um den Zerstorungskomplex handeln konnte. Um dieser Vermutung nachzugehen,

wurde der Einfluss einiger im -Catenin-Abbau beteiligten Proteine nidher betrachtet.
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Der Einfluss von Axin (XAV939)

Ein wichtiges Protein im Zerstorungskomplex von B-Catenin ist das Strukturprote-
in Axin. Das fiir den Abbau von Axin verantwortliche Enzym Tankyrase ist auch als
Wnt-Antagonist bekannt und fiithrt im Falle seiner Inhibition, u. a. durch den Tankyrase-
Inhibitor XAV939, zu einer erhohten Bildung an 3-Catenin-Zerstorungskomplexen [164-
[166]. Ob XAV939 die Wnt-Signalaktivitit in HCT116-Zellen beeinflusst, wurde von Dr.
Giulia Ambrosi (AG Boutros, DKFZ, Heidelberg) mit Hilfe eines TopFlash-Assays na-
her untersucht (Abbildung [4.6). Als Positivkontrolle wurde der Wnt-Aktivator und
GSK3-Inhibitor CHIR99021 eingesetzt, welcher bekannt dafiir ist, die kanonische Wnt-
Signalaktivitdt in Zellen aufgrund der Stabilisierung von 3-Catenin zu steigern
[168]. Wie erwartet ist im TopFlash-Assay eine deutliche Erhchung der Wnt-Signalaktivi-
tat nach CHIR99021-Inkubation zu sehen. Auf die genaue Auswirkung von CHIR99021
auf die Konzentration und die Komplexbildung von -Catenin in HCT116-Zellen wird
im Abschnitt detaillierter eingegangen. Im Gegensatz zu CHIR99021 hatte die
Zugabe des Wnt-Antagonisten XAV939 keine wesentliche Auswirkung auf die Wnt-
Signalaktivitdat in HCT116-Zellen. Die Messdaten lagen im Bereich der Datenpunk-
te der unbehandelten Wildtyp-Zellen und nur leicht unterhalb der Datenpunkte fiir

Topflash-Assay: HCT116-Zellen
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Abbildung 4.6: TopFlash-Assay in HCT116-Zellen: Einfluss von CHIR99021 (GSK3-Inhibitor und
Wnt-Aktivator) und XAV939 (Axin-Stabilisator und Wnt-Antagonist) auf die Wnt-Signalaktivitit. Die
Zellen wurden entweder unbehandelt oder vor den Messungen mit DMSO (Kontrolle), mit 10 pM
CHIR99021 oder mit 10 uM XAV939 inkubiert. Daten von Dr. Giulia Ambrosi (AG Boutros, DKFZ,
Heidelberg).
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4.1. Die Rolle von 3-Catenin in Darmkrebszellen

die Zugabe von DMSO. Ein dhnliches Verhalten von HCT116-Zellen nach XAV939-
Inkubation wurde 2014 von Roche et al. beobachtet. XAV939 erhohte in die-
sen Experimenten die Menge an Axinl, die Gesamtmenge an (3-Catenin blieb jedoch
unverdndert. Eine mogliche Begriindung fiir diese Ergebnisse konnte sein, dass in
HCT116-Zellen im Vergleich zu anderen Zelllinien die Stabilisation von Axin allein
nicht ausreicht, um eine hohere $-Catenin-Abbaurate zu erzielen. Wahrscheinlich miis-
sten die HCT116-Zellen als Antwort auf die Stabilisation an Axin ebenso die Mengen
an APC, GSK3 und CK1 entsprechend hochregulieren, um die Bildung von funktionsfa-
higen -Catenin-Zerstérungskomplexen zu férdern. Vermutlich war die Wnt-Aktivitat
in HCT116-Zellen allgemein stark reduziert, wodurch die Stabilisation von Axin die
B-Catenin-Abbaurate nicht wesentlich beeinflussen konnte.

In den FCS-Experimenten konnte ebenfalls kein signifikanter Einfluss des Wnt-Anta-
gonisten XAV939 auf die B-Catenin-Konzentration nachgewiesen werden (Abbildung
(a)). Die anhand der FCS-Experimente bestimmten Konzentrationen und Diffusions-
koeffizienten sind in Tabelle 4.3| zusammengefasst. Betrachtet man die Mediane, so nah-
men die Konzentrationen beider 3-Catenin-Varianten durch die XAV939-Zugabe leicht
zu (Cgwr),xav/ Cawr),pmso: 1,6 (Cytosol), 1,6 (Nukleus); Cgags) xav/ Cp(ass)pmso: 1,1
(Cytosol), 1,3 (Nukleus)). Dies widerspricht der Erwartung, dass XAV939 durch den
Abbau von -Catenin die Wnt-Signalaktivitat senkt und zu einer geringeren Konzentra-
tion an 3-Catenin fiihren sollte. Eventuell fiihrt die Zunahme an Axin-Proteinen durch
das Fehlen der anderen beteiligten Proteine nicht direkt zur Zunahme der Anzahl
von (-Catenin Zerstorungskomplexen. Diese Vermutung wird durch die Betrachtung
der Verteilung der Diffusionskoeffizienten (Abbildung (b)), die durch die XAV939-
Zugabe in allen Féllen nahezu unverdndert scheint, unterstiitzt.

Tabelle 4.3.: Konzentration und Diffusionskoeffizient von 3-Catenin(WT)/(ASer45) im Cytosol und
Nukleus der Zelllinie #37 nach XAV939-Zugabe. (Median + Hailfte der Boxplotgrenzen.)

Cs— i Dg— atenin
Zelllinie Zugabe Allele Position p~Catenin P g tfl
(nM) (um?s™1)
#37 WT XAV Cytosol WT 52 + 11 17+ 4
A45 117 £ 29 9,8+1,9
Nukleus WT 32+8 15+5
A45 94 + 23 11,7 £ 2,8
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Abbildung 4.7: Einfluss des Axin-Stabilisators und Wnt-Antagonisten XAV939 auf (a) die Konzen-
trationen und (b) Diffusionskoeffizienten von 3-Catenin(WT)/(ASer45) im Cytosol und Nukleus
der Zelllinie #37. Die Zellen wurden vor den Messungen entweder mit DMSO (Kontrolle) oder mit
10 uM XAV939 fiir ca. 16 h inkubiert. (Boxbereich: 25 % — 75 % Quartile, Whisker: 1,5 x Interquartilab-
stand, schwarze Linie: Median, schwarzer Punkt: Mittelwert. Jeder Punkt spiegelt eine individuelle
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FCS-Messung in einer von insgesamt mehr als 40 Zellen wider.)

Der Einfluss von APC und GSK3 (shAPC, sgAPC, CHIR99021)

Neben Axin ist das Strukturprotein APC ein unerldsslicher Baustein im 3-Catenin-
Zerstorungskomplex. Mutationen, die in APC u. a. zu Verkiirzungen fiithren, konnen
den Abbau von 3-Catenin erheblich beeinflussen und sind oftmals in Darmkrebszellen,
u. a. in HCT116-Zellen, anzutreffen [170] I71]]. Solche Verkiirzungen in der Amino-
sdurensequenz liegen meist im C-terminalen Bereich von APC. Je kleiner solch eine
verkiirzte Version von APC ausfillt, desto geringer ist deren Fahigkeit, 3-Catenin an
sich zu binden, wodurch sich die 3-Catenin-Konzentration in Zellen schliefslich erhoht.
Da sich p-Catenin(ASer45) infolge der fehlenden Phosphorylierungsstelle in HCT116-
Zellen als grofie Proteinkomplexe anzuhdufen schien, lag die Vermutung nahe, dass
B-Catenin teilweise in einem inaktiven Zerstorungskomplex gefangen und APC daran
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4.1. Die Rolle von 3-Catenin in Darmkrebszellen

beteiligt war. Um dies zu tiberpriifen, wurde mittels sgAPC (engl. single guide RNA,
kiinstliches RNA-Molekiil zur Steuerung der Geneditierung eines Zielgens, hier APC)
eine via CRISPR/Cas9 auf beiden 3-Catenin-Allelen genetisch modifizierte Version der
HCT116-Zelllinie #37 generiert (Dr. Giulia Ambrosi, AG Boutros, DKFZ, Heidelberg),
die ausschliefilich eine verkiirzte Version von APC enthielt (~ 150 kDa von urspriing]li-
chen 312 kDa [172] [173])). FCS-Messungen an dieser Zelllinie sollten Aufschluss dariiber
geben, ob die Verkiirzung von APC die $-Catenin(WT)-Konzentration erhoht und die
Bildung der grofien 3-Catenin-Protein-Komplexe beeinflusst. Ob das Senken der APC-
Konzentration in der Zelllinie #37 zu dhnlichen Ergebnissen fiihrt, kann durch die
kiinstliche Stilllegung des APC-Gens mit Hilfe der Zugabe von shAPC (engl. small hair-
pin RNA, kiinstliches RNA-Molekiil zum Stilllegen eines Zielgens, hier APC) iiberpriift
werden. Die in Bezug auf APC unmodifizierte Zelllinie #37 erhilt im Folgenden die
Bezeichnung #37 WT, die geneditierte Zelllinie mit der verkiirzten APC-Version die Be-
zeichnung #37 KO (engl. knock-out) und die mit shAPC inkubierten Zellen bekommen
die Bezeichnung #37 KD (engl. knock-down). Hierbei ist jedoch anzumerken, dass es sich
bei der Zelllinie #37 KO streng genommen um kein klassisches , Knockout” handelt,
sondern vielmehr um einen Funktionsverlust des APC-Proteins durch die eingefiihrte
Verkiirzung.

Zusatzlich zur Variation der Konzentration von funktionsfdhigem APC wurde der
Einfluss von GSK3 auf die Konzentration sowie auf die Diffusionseigenschaften von
B-Catenin in all den oben genannten Zelllinien genauer untersucht. Wie die vorigen
FCS-Messungen bereits zeigten, schien $-Catenin infolge der Mutation an der Phos-
phorylierungsstelle Ser45 im Vergleich zur Wildtypversion in grofleren Komplexen
vorzuliegen. Fiir einen erfolgreichen Abbau von 3-Catenin ist neben der Phosphorylie-
rung an der Stelle Ser45 durch CK1 die darauffolgende Phosphorylierung durch GKS3
essenziell. Der gezielte Einsatz des GSK3-Inhibitors CHIR99021, unterbricht, dhnlich
wie die Mutation an der Stelle Ser45, die Phosphorylierungskette fiir den 3-Catenin-
Abbau, stabilisiert somit das (3-Catenin-Niveau in Zellen und steigert die kanonische
Wnt-Signalaktivitat [167 [168].

Bei der Diskussion der -Catenin-Konzentrationen und -Diffusionseigenschaften in
den Zelllinien #37 WT, #37 KD und #37 KO liegt der Fokus im Folgenden auf den
Cytosol-Messungen, da deren Messergebnisse sich nicht wesentlich von den Nukleus-
Messungen unterscheiden (Abbildung [4.8). Die Mediane der Boxplots (+ Halfte der
Boxplotgrenzen) sind in Tabelle 4.4 aufgelistet.
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Abbildung 4.8: Einfluss des GSK3-Inhibitors CHIR99021 auf (a) die Konzentrationen und (b) Dif-
fusionskoeffizienten von 3-Catenin(WT)/(ASer45) im Cytosol und Nukleus der Zelllinie #37 WT,
#37 KD und #37 KO. Die Zellen wurden vor den Messungen entweder mit DMSO (Kontrolle) oder
mit 10 pM CHIR99021 fiir ca. 16 h inkubiert. (Boxbereich: 25 % — 75 % Quartile, Whisker: 1,5 x In-
terquartilabstand, schwarze Linie: Median, schwarzer Punkt: Mittelwert. Jeder Punkt spiegelt eine

individuelle FCS-Messung in einer von insgesamt mehr als 40 Zellen wider.)
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Allgemein schien der Funktionsverlust von APC bzw. die Erniedrigung der APC-
Konzentration sich weder signifikant auf die Konzentration noch auf den Diffusionsko-
effizienten von 3-Catenin(ASer45)-mCherry auszuwirken. Interessanterweise fiihrte der
Funktionsverlust von APC weder zur deutlichen Vergrofserung der 3-Catenin(ASer45)-
Komplexe noch zur Erhohung derer Konzentration. Dies sprach aufSerdem dafiir, dass
B-Catenin(ASer45) auch mit der verkiirzten APC-Version interagieren konnte, um Kom-
plexe zu formen. Es ist zu vermuten, dass diese Komplexe wie in der Zelllinie # 37
WT als inaktiver Zerstorungskomplex in der Zelle bestehen blieben. Im Gegensatz
dazu war fiir B-Catenin(WT)-mClover beim Vergleich der Konzentrationen und Diffu-
sionskoeffizienten in den drei Zelllinien deutliche Unterschiede zu erkennen. Dabei
tielen die Unterschiede der 3-Catenin(WT)-Konzentrationen (Abbildung (a)) und
der B-Catenin(WT)-Diffusionskoeffizienten (Abbildung (b)) bei der Gegentiberstel-
lung der Zelllinien #37 WT und #37 KO am grofiten aus (Cgwr) xo/ Cgwr),wr = 3,03
(Cytosol); Dgwr)xo/ Dgwr)wt = 0,53 (Cytosol)). Die Messergebnisse der Zelllinie #37
KD lagen im Allgemeinen zwischen den Ergebnissen der anderen beiden Zelllinien,
was darauf zuriickzufiihren sein konnte, dass das APC-Gen nur teilweise, jedoch nicht
vollstandig stillgelegt werden konnte. Moglicherweise war die Inkubationszeit der
shRNA von 14 h — 26 h nicht ausreichend, um bei Zelllinie #37 KD einen merklichen
Effekt auf die Menge an 3-Catenin(WT) zu erzielen.

Als Nachstes wird der Einfluss des GSK3-Inhibitors CHIR99021 néher betrachtet. Die
Zugabe von CHIR99021 fiihrte wie erwartet zu einer Erhohung der Gesamtmenge an
B-Catenin(WT)-mClover in allen drei Zelllinien. Dieser Effekt fiel fiir die mit mClover
markierte 3-Catenin(WT)-Version in der Zelllinie #37 WT (Cgwr),crir/ Ca(w),pMs0 =
3,21 (Cytosol)) am stdrksten aus. Die Konzentrationszunahme entspricht in etwa der
Auswirkung der APC-Verkiirzung in der Zelllinie #37 bei DMSO-Inkubation.

Beim Betrachten der 3-Catenin-Diffusionskoeffienten unter dem Einfluss des GSK3-
Inhibitors CHIR99021 féllt auf, dass die Wildtypversion tendenziell im Vergleich zum
Kontrollexperiment (DMSO) langsamer diffundiert. Dies deutet auf die Bildung von
grofleren B-Catenin-Komplexen hin. Unter Einbezug der Referenzmessung bzw. des
Diffusionskoeffizienten von mClover (Dyclover = (41,7 +2,3) um?s~! (Cytosol)) wird
tiber das Verhiltnis der Molekiilmassen (MW ciover/ MWg.cat-rp = 27 kDa/120 kDa)
anhand der Gleichung fir das Fusionskonstrukt g-Catenin-FP ein Diffusions-
koeffizient von Dg c,t-pp =(25,5+1,4) pm?s~! (Cytosol) erwartet. Der Aufbau eines
B-Catenin-Zerstorungskomplexes, wie er im Wnt-Signalweg oft vereinfacht dargestellt
wird, setzt sich aus 3-Catenin-FP (120 kDa), CK1 (39 kDa, CK1wx), GSK3 (47 kDa), Axin
(96 kDa, Axinl) und APC (312kDa) [172, zusammen. Die Gesamtmolekiilmasse
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eines solchen Zerstorungskomplexes entspricht 614 kDa. Mit Hilfe von Gleichung
und dem Verhiltnis der Molekiilmassen (MW ciover/ MWg.catzx = 27 kDa/614 kDa)
ergibt sich daraus ein Diffusionskoeffizient von etwa DB_Cat.ZKE]:(M,S +0,8) um?s !
(Cytosol). Da Axin und APC bekannt dafiir sind, zum Teil unabhéngig von 3-Catenin
grofie Komplexe miteinander zu formen [174} [175], war es durchaus gerechtfertigt, gro-
ere Molekiilmassen fiir den §-Catenin-Zerstorungskomplex und daher auch kleinere
Diffusionskoeffizienten zu erwarten. Gerlach et al. [I72] bestétigten diese Vermutung
in ihren Versuchen. Sie verwendeten eine verbesserte Art der nativen Gelelektropho-
rese (BN-PAGE), um Proteine im Lysat von HEK293T-Zellen (engl. human embryonic
kidney cells) in Abhangigkeit von ihrer Molekiilmasse zu separieren. Dabei skaliert die
Oberfldache mit der Angriffsflache der geladenen Farbstoffmolekiile [176]. Die von Ger-
lach et al. [172] via BN-PAGE ermittelten $-Catenin-Molekiilmassen erstreckten sich
auf einen Bereich von 150-1500 kDa mit den ersten Peaks bei ca. 200 kDa und 350 kDa
sowie einem deutlichen Peak bei 700 kDa [172]. Auffillig war, dass sich die Verldufe
der §-Catenin-Konzentrationen in Abhédngigkeit von der Komplexgrofle bei unbehan-
delten und mit Wnt3a-konditioniertem Medium inkubierten Zellen stark dhnelten. Die
B-Catenin-Konzentration der unbehandelten Zellen lag jedoch bis 700 kDa unterhalb
des Verlaufs der mit Wnt3a behandelten Zellen. Bei dieser Fraktion von 3-Catenin han-
delt es sich sehr wahrscheinlich um freies 3-Catenin bzw. um kleinere Proteinkomplexe,
bei denen es sich nicht zwingend um Bestandteile des Zerstérungskomplexes handeln
muss. Oberhalb von 700 kDa tiberwog die 3-Catenin-Konzentration der unbehandelten
Zellen.

Anhand der Korrelationszeiten lassen sich prinzipiell durch das Umstellen der Glei-
chung und die $-Catenin-Molekiilmassen berechnen. Hierbei wurde fiir ein im
Cytosol und Nukleus frei diffundierendes fluoreszierendes Protein eine Korrelations-
zeit von 0,4 ms angenommen. Die Haufigkeitsverteilung der mittels 0,1 ms gebinnten
Ergebnisse der 3-Catenin-Molekiilmassen fiir die Zelllinien #37 WT, KD und KO nach
DMSO- oder CHIR99021-Inkubation ist in Abbildung |4.9| dargestellt.

Im Folgenden werden zundchst nur die Kontrollmessungen der Zelllinie #37 WT be-
trachtet. Kontrollexperimente (DMSO) im Cytosol der Zellen zeigten fiir 3-Catenin(WT)-
mClover zwei aufféllige Peaks. Der erste Peak befand sich bei der Molekiilmasse
fiir B-Catenin-FP (120kDa) und der zweite bei etwa 700 kDa, was der Molekiilmas-
se eines 3-Catenin-Zerstorungskomplexes entspricht. Allgemein ist festzustellen, dass
-Catenin in HCT116-Zellen analog zu den Ergebnissen aus den Experimenten von Ger-
lach et al. [172] an HEK293T-Zellen in Proteinkomplexen unterschiedlichster Grofien

2 B-Catenin-Zerstorungskomplex (,,3-Cat.ZK")
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Abbildung 4.9: Einfluss von CHIR99021 auf die anhand der Korrelationszeiten umgerechnete Mole-
kiilmasse von B-Catenin(WT)/(ASer45) im Cytosol und Nukleus der Zelllinie #37 WT, #37 KD und
#37 KO. Die Zellen wurden vor den Messungen entweder mit DMSO (Kontrolle) oder mit 10 pM
CHIR99021 fiir ca. 16 h inkubiert. (Bin fiir die Korrelationszeiten: 0,1 ms; Korrelationszeit fiir ein FP:
0,4ms.)

vorliegt. Im Falle von 3-Catenin(ASer45) fithrte das Fehlen der Phosphorylierungsstelle
Ser45 zu einer deutlichen Verschiebung der Haufigkeitsverteilung zu grofieren Pro-
teinkomplexen (>700kDa) im Vergleich zur $-Catenin(WT)-Version. Die CHIR99021-
Inkubation fiihrte fiir beide -Catenin-Versionen zu einer etwas kompakteren Vertei-
lung zwischen 700 kDa und 10000 kDa.

Im Gegensatz zur Zelllinie #37 WT zeigte #37 KO ein deutlich anderes Verhalten
bei DMSO-Inkubation. Die Verteilung von -Catenin(WT)-mClover verschob sich zu
wesentlich grofieren Molekiilmassen und war nun leicht kompakter verteilt als die
Verteilung von (-Catenin(ASer45)-mCherry. Das Fehlen der Phosphorylierungsstelle
Ser45 schien bei #37 KO keinen erheblichen Einfluss auf die Molekiilmassenverteilung
zu haben. Dies bedeutete, dass sich hauptsdchlich die Verkiirzung von APC auf die
Komplexformation von -Catenin auswirkte.

Die Haufigkeitsverteilungen der Zelllinie #37 KD befanden sich analog zu den Diffusi-
onskoeffizienten zwischen den Ergebnissen der Zelllinien #37 WT und #37 KO.
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Die Zugabe des GSK3-Inhibitors CHIR9902 fiihrte schliefllich zu einer Angleichung
der Verteilungen in allen drei Zelllinien. Die Reduzierung der GSK3-Menge wirkte
sich zwar dhnlich aus wie die Blockierung der Phosphorylierung durch ASer45 in Kon-
trollmessungen, war jedoch am besten vergleichbar mit dem Einfluss von verkiirztem,
funktionsunfahigen APC. Es ist anzumerken, dass die Ergebnisse von Cytosol- und
Nukleusmessungen sich fiir alle drei Zelllinien dhnelten, wobei im Falle der Nukleus-
messungen vereinzelt hohere Molekiilmassen anzutreffen waren. Den vereinzelten Aus-
reiflern bei hohen Molekiilmassen (>> 10000 kDa), vor allem nach CHIR99021-Zugabe,
lagen wahrscheinlich lokale Viskositdtsanderungen bzw. Hindernisse im Nukleus zu-
grunde. Generell ist bei der Umrechnung von Korrelationszeiten in Molekiilmassen
Vorsicht geboten. Grofie Korrelationszeiten stehen nicht nur im Zusammenhang mit
der Groflenzunahme der untersuchten Proteinkomplexe, sondern hingen, insbesonde-
re bei Messungen im Zellinneren, von lokalen Gegebenheiten der Zelle ab, u. a. von
der Viskositdt, dem Zellkompartiment und den moglichen Wechselwirkungspartnern.
Zudem muss beachtet werden, dass jeder Datenpunkt in den vorigen Boxplotgraphen
sowie in der Haufigkeitsverteilung (Abbildung eine Messung an einer individu-
ellen Zelle widerspiegelt. Die in dieser Zelle vorliegenden Proteinzusammenschliisse
konnen sich von anderen Zellen durchaus unterscheiden und somit zu unterschiedli-
chen Korrelationszeiten fithren. Mit einer ausreichenden Statistik sollte dennoch ein
Trend zu erkennen sein.

Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass die Messergebnisse auf ein weitaus komplexe-
res Zusammenspiel zwischen APC, Axin, GSK3, CK1 und p-Catenin hindeuten als bis-
her angenommen. Eine breite Verteilung an Molekiilmassen der -Catenin-Komplexe
wurde bereits von Gerlach et al. [172] in HEK293T-Zellen beobachtet. Die Molekiilmas-
sen dieser Komplexe erstreckten sich auf einen Bereich von etwa 150-1500 kDa. Grof3ere
Komplexgrofien konnten in seinen Versuchen nicht aufgeldst werden, da der gezeigte
Verlauf der p-Catenin-Konzentrationen in Abhédngigkeit von dem Molekiilmassenbe-
reich bei etwa 1500 kDa abbrach. Der Verlauf schien an dieser Stelle jedoch noch er-
heblich anzusteigen. Die FCS-Messungen dieser Arbeit bestitigen, dass -Catenin(WT)
in HCT116-Zellen, analog zur bisher bekannten Theorie des Wnt-Signalwegs, vorwie-
gend allein oder gebunden in Komplexen mit APC vorlag. Sowohl die Entfernung
der Phosphorylierungsstelle Ser45 in der Sequenz von [3-Catenin als auch die Ein-
fiuhrung einer geneditierten, verkiirzten Version von APC resultierten in vermehrter
Komplexbildung von -Catenin. Diese Ergebnisse waren durchaus zu erwarten: Bei-
de Vorgehensweisen hinderten zwar die erfolgreiche Phosphorylierung von 3-Catenin
durch den Zerstoérungskomplex, die Bindung von 3-Catenin an den Zerstérungskom-
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Tabelle 4.4.: Konzentration und Diffusionskoeffizient von B-Catenin(WT)/(ASer45) im Cytosol und
Nukleus der Zelllinie #37 WT, #37 KD und #37 KO nach CHIR99021-Zugabe. (Median + Halfte der
Boxplotgrenzen.)

i Dg_ atenin
Zelllinie Zugabe Allele Position Co—Catenin b g til

(nM) (um*s™)

#37 WT  DMSO  Cytosol WT 324+9 17 £ 6
A45 75 £ 11 10,6 £ 1,8

Nukleus WT 30+9 16 +4
A45 71 £ 11 12,0 £2,3
CHIR Cytosol WT 103 £ 26 8,4+0,8
A45 93 +£21 11,6 £ 1,8
Nukleus WT 98 + 23 6,5+1,0
A45 107 &+ 15 10,2 £ 2,2
#37 KD DMSO  Cytosol WT 53+9 13,8 £ 2,0
A45 71 + 18 14,1 £ 1,8
Nukleus WT 49 + 13 9,6 +1,6
A45 77 £ 15 13,15 + 1,7
CHIR Cytosol WT 106 + 19 8,9+ 0,8
A45 90 £+ 18 14,0 £ 1,8
Nukleus WT 112 + 21 6,7+ 1,0
A45 96 + 25 12,6 £2,1
#37 KO DMSO  Cytosol WT 97 £ 14 91+1,4
A45 68 £ 13 12,6 £ 1,6
Nukleus WT 90 + 12 7+0,7
A45 71 £ 13 11,0 £ 1,2
CHIR Cytosol WT 110 + 20 7,7+ 1,4
A45 71 £ 12 11,9 £ 2,1
Nukleus WT 103 4+ 22 6,5+ 1,0
A45 76 + 13 11,7 £ 1,6

plex war jedoch weiterhin moglich [174] [177, [178]. Welche Proteine im Detail an
diesen grofsen Komplexen beteiligt waren bzw. bei welcher Stéchiometrie, blieb jedoch
offen. Diese Fragestellung sollte durch gezielte Untersuchungen in der Zukunft weiter-
verfolgt werden. Vermutet wurden grofse Proteinzusammenschliisse von 3-Catenin mit
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APC und Axin. CRISPR/Cas9-geneditierte Zelllinien mit fluoreszenzmarkiertem APC
und Axin (z. B. in griin und rot) konnten als Grundlage weiterer, aufschlussreicher
FCS-Messungen an HCT116-Zellen dienen. Da die Generierung von CRISPR/Cas9-
geneditierten Zelllinien im Allgemeinen sehr zeitintensiv ist, war dies im Rahmen
dieser Arbeit und Kollaboration mit der AG Boutros nicht mehr moéglich. Zudem wiére
es vorteilhaft, den FCS-Mikroskopaufbau fiir kiinftige Messungen zu erganzen. Bei-
spielsweise konnten FCS-Messungen in drei Farbkanilen, mit alternierender Anregung
durch drei nacheinander gepulste Anregungslaser, Aufschluss iiber das komplexe Zu-
sammenspiel der Proteine im Destruktionskomplex von 3-Catenin geben.
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4.2. Rezeptor-Ligand-Interaktionen im Wnt-Signalweg

4.2.1. DKK1 und seine Rezeptoren LRP6 und Kremen

Membrangebundene Rezeptoren nehmen eine wichtige Rolle bei der Regulation der Si-
gnaltransduktion ein. Thre Aktivitat ist sowohl fiir die Funktionalitdt der Zelle als auch
fir den gesamten Organismus von Bedeutung. Gerade im Wnt-Signalweg steht eine
erhohte Aktivitét in direkter Verbindung mit der Entstehung von Tumorgewebe [3HT].
Ein therapeutischer Ansatz wire die Herunterregulierung der Signalaktivitdt durch
gezielten Einsatz von Wnt-Inhibitoren. Zu diesen Inhibitoren zdhlen DKK1/2, die di-
rekt mit Wnt3a um die Bindungsstellen am Membranrezeptor LRP6 konkurrieren. Die
Kenntnis der Bindungsaffinitit eines Inhibitors zu seinem Rezeptor ist der Schliissel
zur gezielten Entwicklung medizinischer Therapiemittel fiir diverse Krankheiten. Bin-
dungsaffinititen sind ein Maf3 fiir die Bindungsstédrke zwischen zwei Bindungspartnern
bei vergleichbaren dufleren Rahmenbedingungen. Bestimmt werden konnen sie durch
eine Vielzahl von Methoden, u. a. durch Immunprézipitation und isothermische Titrati-
onskalorimetrie [179]. Ein Nachteil dieser Methoden ist es, dass sie in vitro stattfinden
und nicht die tatsdchlichen Rahmenbedingungen in einem lebenden Organismus wi-
derspiegeln. Daher wurden weitere Methoden zur Quantifizierung der gebundenen
Protein-Protein-Komplexe in vivo etabliert. Hierzu zdhlen einfache Messungen der
Bindungskinetik oder auch etwas aufwendigere Experimente basierend auf Fluores-
zenzkorrelationsspektroskopie. Im Jahr 2015 stellten Kim et al. [180] einen Assay zur
Bestimmung der Einzelmolekiil-Diffusionsmobilitdtsverschiebung (engl. single-molecule
diffusion-mobility-shift assay, smnDIMSA) vor, der ebenfalls fiir die Quantifizierung von
Rezeptor-Ligand-Wechselwirkungen eingesetzt werden kann. In dieser Arbeit wurden
zur Bestimmung der Komplexbildung oder Bindungsaffinitit zweier Proteine alle drei
in vivo Methoden herangezogen. Die folgenden Experimente wurden im Rahmen der
Kollaboration mit der AG Davidson (IBCS, KIT) durchgefiihrt, wobei die wichtigsten
Messergebnisse in der Publikation von Eckert et al. [143] zusammengefasst wurden.

Wahl des Fluorophors

Fluoreszenzmikroskopische Messungen basieren auf dem Einsatz von Fluorophoren
zur gezielten Markierung der Zielproteine. Da sich diese Fluorophore zum Teil stark
in ihren photophysikalischen Eigenschaften unterscheiden, ist die Wahl des passenden
Fluorophors fiir die Experimente entscheidend. Die Wahl des verwendeten Fluoro-
phors sollte auf die experimentellen Anforderungen angepasst werden. Vor allem bei
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4. Ergebnisse

der Bestimmung von Konzentrationen anhand des Fluoreszenzsignals ist darauf zu
achten, ob auch wirklich alle Chromophore des fluoreszierenden Markers komplett
maturiert vorliegen. Rot-fluoreszierende Proteine sind bekannt dafiir, dass nur ein
Bruchteil ihrer Chromophore funktionsféahig ist. Fiir mCherry sind etwa 50 % der Chro-
mophore maturiert [I8THI83]. Im Gegensatz dazu wird eGFP aufgrund der nahezu
vollstindigen Maturation seines Chromophors (80 % — 100 %) oftmals als Referenzpro-
be zur Charakterisierung anderer Fluorophore eingesetzt [I49HI5T| 184H186]]. Um auch
in dieser Arbeit eine prézise Bestimmung der Konzentrationen von fluoreszenzmar-
kierten Liganden in Losung zu gewéhrleisten, wurde zur Markierung von DKK1 das
griin fluoreszierende Protein eGFP gewdhlt. Fiir die smDIMSA-Experimente wurde,
analog zu den Experimenten von Kim et al. [180], ein photokonvertierbarer Fluorophor
benotigt. Die Wahl fiel auf mEosFPthermo, ein photokonvertierbares fluoreszierendes
Protein, welches sich aufgrund der verbesserten Thermostabilitdt gegeniiber EosFP bei
37°C ideal fiir Zellmessungen eignet ©5], 06|, [187].

Charakterisierung der konditionierten Medien

Das DKK1-eGFP konditionierte Medium fiir die smDIMSA-Experimente wurde selbst
in HEK293F-Suspensionszellen hergestellt. Diese Zelllinie eignet sich gut fiir die Expres-
sion von Proteinen und hat den Vorteil, dass sie serumfrei kultiviert werden kann. Die
Autofluoreszenz von Serum ist vor allem im griinen Wellenldngenbereich storend, da
sie dort stark ausgepragt ist und das Fluoreszenzsignal von eGFP tiberlagert [188]. Um
hohe Konzentrationen von DKK1-eGFP zu erzielen, wurde DKK1-eGFP C-terminal mit
einem His-Tag versehen und die durch die Zellen sekretierten Fusionsproteine durch
Affinitdtschromatographie aufgereinigt.

Die in dieser Arbeit fiir Bindungskinetik- oder FCS-Experimente verwendeten DKK1-
bzw. DKK2-eGFP-konditionierten Medien wurden sowohl von der AG Davidson (IBCS,
KIT) als auch intern in der AG Nienhaus hergestellt. Die Messungen zur Konzentra-
tionsbestimmung von DKK1-eGFP in den konditionierten Medien wurden in enger
Zusammenarbeit mit B.Sc. Jasmijn Rath (AG Nienhaus, APH, KIT) durchgefiihrt.

Fiir die Konzentrationsbestimmung von DKK1-eGFP wurde das Fluoreszenzspektrum
des konditionierten Mediums bzw. der Fluoreszenzanteil von eGFP in dieser Losung
durch einen Vergleich mit einer Referenzprobe (aufgereinigtes eGFP) mit bekannter
eGFP-Konzentration ermittelt. Die Fluoreszenzspektren wurden mit einem Fluorome-
ter gemessen (Kapitel und die Konzentration der eGFP-Referenzprobe war durch
die Messung ihres Absorptionsspektrums bekannt. Die eGFP-Konzentration in der
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4.2. Rezeptor-Ligand-Interaktionen im Wnt-Signalweg

Referenzprobe war im Vergleich zu den konditionierten Medien meist mindestens um
einen Faktor 100 hoher konzentriert. Daher wurde die eGFP-Referenzprobe in mehre-
ren Schritten verdiinnt (maximal um einen Faktor 10) bis die maximalen Intensitdten
beider Spektren in derselben Gréflenordnung lagen. Die Konzentrationsverluste in je-
dem Verdiinnungsschritt, u. a. durch Adsorption an der Kiivette, wurden sorgfaltig do-
kumentiert und in die Berechnung mit einbezogen. Die gemessenen Emissionsspektren
einer eGFP-Referenzprobe und eines DKK1-eGFP-konditionierten Mediums sind in Ab-
bildung dargestellt. Mittels Anpassung des eGFP-Spektrums an das Spektrum des
DKK1-eGFP-konditionierten Mediums wurde eine Konzentration von (567 £ 25) nM
bestimmtﬂ Um dieses Ergebnis zu tiberpriifen, wurde die fluoreszierende Proteinkon-
zentration im Medium zusétzlich via FCS gemessen. Da Proteine dazu neigen, an Gla-
soberflichen zu binden, wurde die Oberfldche eines selbst hergestellten Glaskanals mit

3 T T T T
= DKK1-eGFP KM

- eGFP RP
E 2,51 - - - Anpassung
5 2 -
‘»
o
£ 15} -
£
g 7 '
£ .
2 05¢ ' . -

oL LT~

500 550 600 650 700

Wellenlange (nm)

Abbildung 4.10: Bestimmung der Konzentration von DKK1-eGFP in konditioniertem Medium (KM)
durch Vergleich des Fluoreszenzspektrums mit dem Spektrum von aufgereinigtem eGFP als Re-
ferenzprobe (RP). Beide Spektren wurden normiert auf die maximale Peak-Intensitit des eGFP-
Referenzspektrums. Anschlielend wurde das Spektrum der Referenzprobe hochskaliert (schwarze
Punkte) und das Spektrum des konditionierten Mediums angepasst, sodass die Konzentration mit
dem Skalierungsfaktor berechnet werden kann. Anregungswellenldnge 470 nm.

3 Je nachdem wie stark die Autofluoreszenz des Zellkulturmediums zum Fluoreszenzspektrum der

Probe beitrdgt, war es notig, bei der Anpassung zusitzlich das Spektrum eines Kontrollmediums mit zu
berticksichtigen.
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Polyethylenglykol (PEG) passiviert, um die Proteinadhédsion zu verhindern [132]. Ab-
bildung[4.11] zeigt das Ergebnis einer FCS-Messreihe eines DKK1-eGFP-konditionierten
Mediums, dessen Fluoreszenzspektrum in Abbildung [4.10|bereits gezeigt wurde. Als
Referenzprobe wurde der Farbstoff Alexa488 verwendet, der in DPBS gelost auf eine
Konzentration von 5nM verdiinnt wurde. Das DKK1-eGFP-konditionierte Medium
wurde ebenfalls in DPBS verdiinnt, jedoch um einen Faktor 1:100 und anschliefiend in
einem PEG-Kanal gemessen. Die DKK1-eGFP-Konzentration wurde, unter Einbezug
der Referenzmessung von Alexa488, als (580 +40) nM bestimmt. Dieses Ergebnis liegt
im Bereich der Konzentrationsbestimmung mittels Spektrenvergleichs am Fluorometer.
Da es sich hierbei um eGFP als fluoreszierendes Markierungsprotein handelte, wel-
ches fiir die nahezu vollstindige Maturation seines Chromophors (80 % — 100 %, [149-
[151] 184H186]])) bekannt ist, konnte davon ausgegangen werden, dass die bestimmten
Konzentrationen von DKK1-eGFP die tatsdchlichen DKK1-Konzentrationen widerspie-
gelten. Zudem wurde mittels Western Blots (Abbildung (a)) von der AG Davidson
(IBCS, KIT) bestatigt, dass DKK1-eGFP als vollstindiges Fusionskonstrukt im kondi-
tionierten Medium vorlag. Gut zu erkennen sind die zwei typischen Hauptbanden
der Fusionsproteine DKK1-eGFP (68 kDa, erwartet: 56 kDa) und DKK2-eGFP (58 kDa,
erwartet: 55kDa). Der Unterschied zwischen der erwarteten Molekiilmasse und der
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Abbildung 4.11: Gegentiberstellung der FCS-Kurven von in DPBS geltsten Alexa488-Farbstoffen
(Referenzkonzentration 5,2nM) und DKK1-eGFP KM. Anpassung der Datenpunkte durch eine 3D-

FCS-Fitfunktion (Gleichung [2.88). Beide Proben wurden unter gleichen Bedingungen gemessen:
22°C, 5pW Leistung des 470 nm-Lasers.
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Abbildung 4.12: (a) Western Blot mit Antikorper gegen GFP fiir in HEK293F-Suspensionszellen
hergestelltes Kontrollmedium, DKK1-eGFP- und DKK2-eGFP-konditioniertes Medium. Die fiir
DKK1+FP und DKK2+FP typischen Hauptbanden (68 kDa und 58 kDa) sind zu sehen. (b) TopFlash-
Reporterassay mit Kontrollmedium, mWnt3a-, DKK1- und DKK2-konditionierten Medien basierend
auf der Lumineszenz eines Lysats aus Zellen, die mit dem zu testenden Medium fiir ca. 48 h inkubiert

wurden. Assays durchgefiihrt von AG Davidson.

tatsdchlichen Bande im Western Blot fillt bei DKK1-eGFP am grofiten aus und deu-
tet darauf hin, dass DKK1-eGFP mehr posttranslationale Proteinmodifikation erfiahrt.
Es ist anzumerken, dass die Uberpriifung der Molekiilmassen mittels Western Blots
durchaus wichtig ist. Proteine kénnen z. B. durch Proteasen gespalten werden. Da-
durch kénnten die DKK-Proteine, je nach Spaltungszentrum, ihre Funktionsfahigkeit
als LRP6-Ligand verlieren oder, wenn sie z. B. lediglich an der Verlinkungsstelle von
ihrem Fluorophor getrennt wurden, weiterhin funktionsfiahig bleiben. Somit konnten
sie zwar an LRP6 binden, jedoch nicht mittels FCS erfasst werden. Je nachdem welche
Spaltungsprodukte vorliegen, wire die, z. B. durch die Messung des Fluoreszenzspek-
trums (Abbildung [4.10), bestimmte Konzentration von funktionsfiahigem DKK1-eGFP
tiberschdtzt oder unterschdatzt worden. Auch wenn das komplette Fusionskonstrukt
vorliegt, kann die Verlinkung mit eGFP unter Umstdnden zu einem Aktivitatsverlust
von DKK fiihren. Obwohl es schwierig ist, mit den zur Verfiigung stehenden biologi-
schen Assays die absolute Aktivitdt von Proteinen genau zu bestimmen, konnte die AG
Davidson (IBCS, KIT) die relative Aktivitat von DKK mittels TopFlash-Assays [134]
tiberpriifen. In Abbildung (b) ist ein solcher Reporterassay fiir DKK1-eGFP und
DKK2-eGFP-konditionierte Medien dargestellt. Als Normierungsfaktor wird die Lysat-
Lumineszenz von mit Kontrollmedium inkubierten Zellen herangezogen. Zellen, die
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hingegen mWnt3a-konditioniertem Medium ausgesetzt waren, zeigten eine deutlich
hohere, ca. 3,2-fache Lumineszenz. Zugabe des Wnt-Inhibitors DKK1 reduzierte die
Lumineszenz im Vergleich zum mWnt3a-Medium um einen Faktor 2,7 deutlich. DKK2,
bekannt als kontext- bzw. zellabhdngiger Wnt-Inhibitor oder sogar Aktivator, ergab im
Vergleich zu DKK1 nur um einen Faktor 1,5 reduziertes Reportersignal, analog zu den
Ergebnissen, die in anderen Publikationen berichtet wurden [190]. Somit wurde
zwar die Aktivitat der zwei DKK-Medien bestétigt, die Frage nach dem prozentualen
Anteil an aktiven Proteinen blieb jedoch damit weiter offen.

4.2.1.1. smDIMSA: Bindung von DKK1 an LRP6

Kim et al. zeigten in ihren smDIMSA-Experimenten, dass die Verschiebung des
Diffusionskoeffizienten des EGF-Rezeptors (engl. epidermal growth factor receptor) an der
Membran von lebenden Zellen mit steigender Molekiilmasse des Bindungspartners li-
near zunahm. Als Bindungspartner wurden hierbei Antikorperfragmente (Cetuximab)
unterschiedlicher Grofle verwendet. Unter der Annahme, dass der Bindungspartner
bei unterschiedlichen Konzentrationen zu unterschiedlichen Verschiebungen des Dif-
fusionskoeffizienten des Rezeptorproteins fiihrt, konnten Kim et al. [180] anhand von
smDIMSA-Experimenten auch Bindungsaffinitidten bestimmen.

In dieser Arbeit lag der Fokus auf dem Membranrezeptorprotein LRP6 und seinem
Liganden DKK1. Als Ligand wurde das Fusionskonstrukt DKK1-eGFP verwendet, wel-
ches aus selbst hergestelltem konditioniertem Medium (AG Nienhaus) iiber einen
eingebauten His-Tag aufgereinigt wurde. Der aufgereinigte Ligand wurde fiir die
smDIMSA-Experimente in eine Kammer eines 8-Kammerdeckglases zu den transi-
ent mit LRP6-mEosFPthermo transfizierten H1703-Zellen gegeben. Die LRP6-Rezeptor-
bewegung in der Zellmembran wurde mittels TIRF-Modus auf dem Weitfeldmikroskop
wie in Kapitel 3.4 beschrieben mit einer Belichtungszeit von 75 ms bei 37 °C und 5%
CO; vor und 10 min nach Zugabe der Ligandenlosung aufgezeichnet. Bei jedem Experi-
ment wurde 150 pl Zellkulturmedium als Kontrollexperiment oder Ligandenlosung zu
150 pl vorhandenem Zellmedium in einer Kammer eines 8-Kammerdeckglases hinzu-
gegeben. Mit Hilfe der Software a-livePALM [140] und Gleichung (d = 2) wurden
die Trajektorien einzelner LRP6-Rezeptoren rekonstruiert (Abbildung und dar-
aus, analog zu den Experimenten von Kim et al. [I80], der Diffusionskoeffizient des
Rezeptors vor und nach Zugabe der Ligandenlosung ermittelt. Meist wurde der Mem-
branbereich der Zelle als Region von Interesse definiert, um Trajektorien, die nicht
zu LRP6-mEosFPthermo an der Membran der Zielzelle gehoren, von der Berechnung
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vorher nachher

Abbildung 4.13: Rekonstruierte Trajektorien fiir LRP6-mEosFPthermo an der Membran von transfi-
zierten H1703-Zellen, vor (Nyy,j, = 7618) und 10 min nach (Nty,j, = 13716) der Zugabe des Zellkul-
turmediums (Kontrollexperiment).

auszuschliefsen. Fiir die a-livePALM-Software wurden die Parameter Maxdisp= 500,
Good= 5, Memory= 1 und Dimension= 2 gesetzt. Dies bedeutet, dass fiir ein Teilchen
mit der aktuellen Position x,,y, in der darauffolgenden Aufnahme in einem Umkreis
von 500 nm nach der néchsten Position x,1,y,11 gesucht wurde. Es wurden zudem
nur Trajektorien in die Berechnung des Diffusionskoeffizienten mit einbezogen, die
mindesten tiber 5 Aufnahmen beobachtet werden konnten. Fiir maximal eine Auf-
nahme innerhalb einer Trajektorie durfte dabei die Bestimmung der Teilchenposition
fehlschlagen, z. B. durch den Ubergang von mEosFPthermo in einen Dunkelzustand.
Die Dimension gibt an, welches Diffusionsmodel zur Berechnung verwendet wurde
(Gleichung d = 2). Pro Zelle wurden mindestens 4000 Trajektorien in die Berech-
nung mit einbezogen.

Ausgangspunkt fiir die Wahl der Sattigungskonzentration fiir die DKK1-Inkubation
waren die Ergebnisse von Niehrs et al. und Dorlich et al. [147]. Niehrs et al. be-
stimmten in vitro fiir die Bindung von LRP6 und DKKI1 eine Dissoziationskonstante
von Kp ~0,34nM. Die in vivo Messungen von Doérlich et al. lieferten einen um mehr als
zwei Groienordnungen grofseren Wert. Um die maximal mogliche Verschiebung des
Diffusionskoeffizienten zu ermitteln, sollten im besten Fall alle Rezeptoren einen Ligan-
den gebunden haben. Deshalb wurde fiir die folgenden Experimente vorsichtshalber
eine Sattigungskonzentration von 500nM (10 — 100 x Kp) DKK1-eGFP angesetzt.

Da die Verschiebung des Diffusionskoeffizienten abhangig ist von der Molekiilmasse
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des Bindungspartners, wurde DKK1-eGFP sowohl mit einem Primérantikorper gegen
GFP (ab1218, Abcam, Cambridge, Vereinigtes Konigreich) als auch mit einem Sekun-
darantikorper gegen den Primarantikorper (205719, Invitrogen, Carlsbad, Kalifornien)
inkubiert. Als Priméarantikdrper (AK1) wurde ein monoklonaler Antikorper verwendet,
um zu gewdhrleisten, dass eine 1:1-Bindung zwischen DKK1-eGFP und dem Antikor-
per vorlag. Der Sekunddrantikorper (AK2) war polyklonal und sollte zeigen, ob die
Verschiebung des Diffusionskoeffizienten von LRP6 weiter vergrofiert werden konnte.

Zur Kontrolle wurden Messungen an drei Zellen vor und 10 min nach der Zugabe von
Zellkulturmedium durchgefiihrt. Abbildung zeigt, dass sich die Membranform
der Zelle im Kontrollexperiment nicht wesentlich dndert. Die Verteilungen der gemes-
senen LRP6-Diffusionskoeffizienten vor und nach der Zugabe des Mediums waren
zudem vergleichbar miteinander und bestitigten somit stabile Messbedingungen (Ab-
bildung[4.14). Anzumerken ist, dass in der Verteilung der LRP6-Diffusionskoeffizienten
eine Hauptpopulation (Dyrps ~ 1 X 10~ pm~2) und eine Nebenpopulation (Dyrps <
1 x 1072pum~2) zu sehen sind. Die Nebenpopulation repréasentiert im Vergleich zur
Hauptpopulation eine nahezu statische LRP6-Fraktion und wird daher im Folgenden
in der Diskussion nicht weiter berticksichtigt.
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Abbildung 4.14: Haufigkeitsverteilung der via smDIMSA bestimmten Diffusionskoeffizienten von
LRP6-mEosFPthermo vor und nach der Zugabe von Kontrollmedium. (Referenz: 3 Zellen, Kontroll-
medium: 3 Zellen, Mittelwert + SEM.)
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Als Nachstes wurde tiberpriift, ob die Zunahme der Molekiilmasse des Bindungspart-
ners diese Verschiebung vergrofiert. Das Membranrezeptorprotein LRP6 weist eine
mit dem EGF-Rezeptor vergleichbare Molekiilmasse auf (LRP6: 180 kDa [192], EGFR:
170kDa [193]) und besitzt ebenfalls nur eine Transmembranregion [194], weshalb ein
dhnliches Diffusionsverhalten erwartet wurde. Die Molekiilmassen der zugegebenen
LRP6-Bindungspartnerkomplexe erstreckten sich iiber einen grofien Bereich: 56 kDa
fiur DKK1-eGFP, 206 kDa fiir DKK1-eGFP-AK1 und 356 kDa fiir DKK1-eGFP-AK1-AK2
(DKK1: 29kDa [195], eGFP: 27 kDa [160], Antikorper: 150kDa [196]). Nach den Ex-
perimenten von Kim et al. [I80] sollte die Zugabe eines 56 kDa-Bindungspartners zu
einer Diffusionskoeffizientverschiebung von etwa 15 % fiihren. Fiir die beiden grofleren
Komplexe war eine Verschiebung von mehr als 50 % zu erwarten. Bei den Experimen-
ten mit DKK1-eGFP und DKK1-eGFP-AK1 wurde explizit darauf geachtet, dass die
Zellen nach einer Inkubationszeit von 10 min nicht durch die Lésungszugabe schrumpf-
ten. Das Schrumpfen der Zellmembran wirkt sich abbremsend auf die Diffusion der
Rezeptorproteine aus, da sich die LRP6-Proteine mit anderen membrangebundenen
Proteinen folglich eine kleinere Membranfldche teilen miissen. Dadurch nimmt der
Diffusionskoeffizient von LRP6 auch ohne den Einfluss von Bindungspartnern ab, was
vermieden werden sollte. Daher wurde pro Probengefafs nur eine Zelle vor und nach
der Zugabe gemessen. Lediglich bei den Messungen mit dem grofiten Bindungspartner,
DKK1-eGFP-AK1-AK2, wurden die Diffusionskoeffizienten von LRP6 an der Membran
von mehreren Zellen in einem Probengefafs bestimmt. Die smDIMSA-Ergebnisse fiir
die DKK1-Komplexe unterschiedlicher Molekiilmasse sind in der Abbildung dar-
gestellt und die Peak-Diffusionskoeffizienten in Tabelle 4.5 aufgelistet.

Analog zu den Experimenten von Kim et al. [180] wurde die relative Verschiebung des
Maximums der Diffusionskoeffizientenverteilung in Abhdngigkeit von der Molekiil-
masse des Bindungspartners betrachtet (Abbildung [4.16). Als Ausgangspunkt wurde
hierfiir der Peak-Diffusionskoeffizient aus den Referenzmessungen betrachtet. Nach

Tabelle 4.5.: Peak-Diffusionskoeffizienten aus den LRP6/DKK1-smDIMSA-Messungen. Die Vertei-
lung der Diffusionskoeffizienten aus Abbildungwurde mit einer Superposition von drei Gauf3-
kurven angepasst. Der Fehler auf den maximalen Diffusionskoeffizienten wurde durch die Halfte
des Bin-Intervalls der Diffusionskoeffizientenverteilung abgeschétzt.

Probe Referenz DKK1-eGFP +AK1 +(AK1-AK2)

Drrps (um?s1) 0,143 + 0,005 0,133 + 0,005 0,102 + 0,004 0,119 £ 0,004
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Abbildung 4.15: Haufigkeitsverteilung der via smDIMSA bestimmten Diffusionskoeffizienten von
LRP6-mEosFPthermo unter Einfluss von DKK1-Komplexen unterschiedlicher Molekiilmasse. Die
Haufigkeitsverteilungen wurden jeweils mit einer Superposition von drei Gaufskurven angepasst.
Die daraus bestimmten Peak-Diffusionskoeffizienten sind mit vertikalen Linien gekennzeichnet.
(Referenz: 18 Zellen, DKK1-eGFP: 3 Zellen, DKK1-eGFP-AK1: 3 Zellen, DKK1-eGFP-AK1-AK2: 10
Zellen. Mittelwert = SEM.)

Kim et al. wurde mit ansteigender Molekiilmasse des Bindungspartners fiir die
Verschiebung des Diffusionskoeffizienten ein linearer Anstieg erwartet. Vergleicht man
die Werte direkt mit dem linearen Graphen von Kim et al. [I80], so lag die Verschie-
bung fiir die Zugabe von DKK1-eGFP mit (7 4+ 3) % etwa um einen Faktor unterhalb
des nach Kim et al. zu erwartenden Wertes. Die Zugabe von DKK1-eGFP-AK1 fiihrte
im Vergleich zu DKK1-eGFP zu einer grofieren relativen Verschiebung ((28,8 2,5) %),
welche ebenfalls etwa um einen Faktor 2 geringer ausfiel als erwartet. Die Verschiebung
nach der Zugabe von DKK1-eGFP-AK1-AK2 lag mit (16,8 + 2,9) % sogar unterhalb von
dem Datenpunkt fiir DKK1-eGFP-AK1 und schien nicht zu dem Modell von Kim et
al. [180] zu passen. Da der Sekundérantikorper polyklonal war, konnte es durchaus
sein, dass er unvorteilhaft an DKK1-eGFP-AK1 gebunden hatte und die Bindung von
DKK1 an LRP6 womoglich sterisch hinderte. Die Bindungsaffinitat zwischen LRP6 und
DKK1 via smDIMSA zu bestimmen schien durchaus moglich zu sein, jedoch waren die
Experimente in vieler Hinsicht aufwendig und mussten sorgfaltig iiberdacht werden.
Einerseits wire es aufgrund der verwendeten Antikdrpermenge kostengiinstiger und
besser fiir die Statistik, so viele Zellen wie moglich in einer Probenkammer nach der
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Abbildung 4.16: Prozentuale Verschiebung Peak-Diffusionskoeffizienten von LRP6-mEosFPthermo
unter Einfluss von DKK1-Komplexen unterschiedlicher Molekiilmasse mit k € IN als Anzahl der
gebundenen polyklonalen Sekundérantikorper pro DKK1-Protein. Daten aus m

Zugabe der Bindungspartner zu messen. Andererseits konnen hierbei viele Faktoren
zu einer Anderung des Diffusionskoeffizienten von LRP6 fiihren, u. a. die unterschied-
liche Zellvitalitat, das Schrumpfen der Zellmembran oder auch der Zeitpunkt nach
der Zugabe. Allgemein waren Anderungen in der Zellmorphologie fiir Zellen ohne
Vorher-Aufnahme nur schwer einzuschitzen. Daher war es ratsamer, pro Probenkam-
mer eine Vorher- und eine Nachher-Messung an derselben Zelle durchzufiihren. Die
smDIMSA-Daten von Zellen, die sichtbar wahrend den Messungen schrumpften, wur-
den verworfen.

Aufierdem verwendeten Kim et al. [I80] gut charakterisierte Bindungspartner mit be-
kannten in vitro Bindungsaffinitdten, auf welche sie ihre Experimente stiitzten. Daher
konnten sie die zur Sittigung der Rezeptoren benotigten Inkubationszeiten und Kon-
zentrationen gut abschitzen. Im Falle von LRP6 und DKK1 gab es zu diesem Zeitpunkt
kontroverse Angaben zu ihrer Bindungsaffinitat [147, 191]]. Auch die Inkubationszeit,
die fiir das Einstellen eines Gleichgewichts zwischen Assoziation und Dissoziation
benotigt wird, war nicht bekannt. Aufgrund dieser Unsicherheiten wurde der Fokus
im Weiteren auf die Messungen der Bindungskinetik von LRP6 und DKK1 gelegt.
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4.2.1.2. Bindungskinetik von LRP6 und DKK1

Assoziation und Dissoziation von DKK1 an LRP6

Mit fluoreszenzmikroskopischen Messungen der Bindungskinetik fiir die Assoziation
und Dissoziation eines Liganden und seines Rezeptors kdnnen die Ratenkoeffizien-
ten fiir diese Prozesse und daraus unter Kenntnis der freien Ligandenkonzentration
auch die Bindungsaffinitit ermittelt werden. Bei den Messungen wird die Bindung von
fluoreszenzmarkierten Liganden an ihre Rezeptoren beobachtet, genauer gesagt die
zeitliche Zu- bzw. Abnahme des Fluoreszenzsignals des an den Rezeptor gebundenen
Liganden. Diese Art von Messungen sind zwar relativ einfach durchzufiihren, eine be-
lastbare statistische Auswertung ist jedoch mit einem hohen Zeitaufwand verbunden.

In dieser Arbeit wurde der Bindungsprozess von DKK1 an seinen Rezeptor LRP6 be-
obachtet. Die folgenden Bindungskinetikexperimente wurden zusammen mit Dr. Bene-
dikt Prunsche (AG Nienhaus, APH, KIT) durchgefiihrt und ausgewertet. Um moglichst
physiologische Bedingungen zu schaffen, wurde der Ligand in Form von konditionier-
tem DKK1-eGFP-Medium zu LRP6-mCherry-exprimierenden Zellen hinzugegeben
und die Assoziations- bzw. Dissoziationsprozesse an einem Spinning-Disk-Konfokal-
mikroskop (Kapitel aufgezeichnet. Unterschiedliche freie Ligandenkonzentratio-
nen wurde durch Verdiinnungen des konditionierten Mediums in dem fiir die Zellen
vorgesehenen Zellkulturmedium erreicht. Eine typische Zeitrafferaufnahme fiir den
Bindungsprozess von DKK1-eGFP an LRP6-mCherry in HEK293T-Zellen ist in Abbil-

dung zu sehen.

Abbildung 4.17: Zeitrafferaufnahmen der Assoziation von DKK1-eGFP an LRP6-mCherry in
HEK293T-Zellen bei einer freien Ligandenkonzentration von 5,1nM, aufgenommen mit einem

Spinning-Disk-Konfokalmikroskop.

130



4.2. Rezeptor-Ligand-Interaktionen im Wnt-Signalweg

Die Assoziationsprozesse von DKK1-eGFP an LRP6-mCherry wurden bei verschiede-
nen freien Ligandenkonzentrationen in einem Zeitraum von etwa 1 h mit einem Zeitin-
tervall von 100s zwischen jeder Aufnahme beobachtet. Der Anstieg des DKK1-eGFP-
Fluoreszenzsignals an der Zellmembran von LRP6-mCherry exprimierenden Zellen
ist bei einer freien Ligandenkonzentration von 5,1 nM bereits nach 300s deutlich zu
erkennen.

Fiir die Messung des Dissoziationsprozesses wurden die Zellen zuerst mit konditio-
niertem Medium inkubiert und es wurde gewartet, bis sich ein Gleichgewicht an ge-
bundenen Rezeptor-Ligand-Komplexen einstellte. Nach zwei Waschschritten und dem
Komplettaustausch des Zellmediums wurde die Dissoziationsmessung direkt gestartet.
Die Aufzeichnung der Intensitdtsverldaufe fiir den Dissoziationsprozess erfolgte alle
300s tiber einen Zeitraum von mindestens 3h. Da HEK293T-Zellen dazu tendieren,
inselhafte Zellverbédnde zu bilden, kamen fiir die Bestimmung der Zeitkonstanten der
Assoziation und Dissoziation nur Zellen in Frage, die nicht von anderen Zellen ein-
geschlossen waren, sondern in direktem Kontakt mit dem Zellmedium standen. Zwei
beispielhafte Intensitdtsanstiege und die dazugehorigen Anpassungskurven fiir die
Assoziation von DKK1 und LRP6 bei freien Ligandenkonzentrationen von 3,5nM und
7,0nM sind in Abbildung (a) veranschaulicht. Dem entgegengestellt befinden sich
in Abbildung (b) beispielhafte Intensitdtsverldufe von zwei unabhingigen Disso-
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Abbildung 4.18: Zeitliche Intensitédtsverldufe bei (a) Assoziation und (b) Dissoziation von DKK1-
eGFP und LRP6-mCherry an der Zellmembran in HEK293T. Fiir den Assoziationsprozess sind bei-
spielhaft Messdaten bei zwei unterschiedlichen freien Ligandenkonzentrationen dargestellt, 3,5nM
und 7,0nM. Die Intensitatsverldufe wurden mit den entsprechenden Fitfunktionen fiir einen Assozia-
tions- (Gleichung bzw. Dissoziationsprozess (Gleichung angepasst (Linien).
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ziationsmessungen. Um den Einfluss von Schwankungen in der Rezeptordichte von
LRP6-mCherry bzw. Membranbewegungen in den Intensitdtsverldufen zu berticksich-
tigen, wurden die gemessenen Intensitdten im Ligand-Farbkanal auf die Intensitdten
im Rezeptor-Farbkanal normiert. Analog zu Kapitel wurden die Zeitkonstanten
durch Anpassung der Intensitdtsverldufe mit den entsprechenden Anpassungsfunk-
tionen fiir einen Assoziations- (Gleichung bzw. Dissoziationsprozess (Gleichung
bestimmt. Die Statistik fiir die Assoziation umfasste insgesamt 59 Zellmessungen
bei einer freien Ligandenkonzentration von 3,5nM und 45 Zellmessungen bei 7,0 nM.
Im Fall der Dissoziation wurde die Zeitkonstante durch Einbezug von Messungen an
20 verschiedenen Zellen ermittelt.

Die aus den Ergebnissen der Bindungskinetikmessungen resultierende Haufigkeits-
verteilung der Dissoziationszeitkonstanten ist in Abbildung (a) in Form eines
Histogramms dargestellt. Durch die Kenntnis des Ratenkoeffizienten bzw. der inversen
Zeitkonstante der Dissoziation und unter Berticksichtigung der bekannten, freien Ligan-
denkonzentrationen von 3,5nM und 7,0 nM konnte schliefilich anhand von Gleichung
2.69/und die Bindungsaffinitat fiir alle scheinbaren Ratenkoeffizienten der Assozia-
tionsmessungen bestimmt werden. Die Haufigkeitsverteilung der daraus berechneten
Bindungsaffinitdten ist in Abbildung (b) dargestellt. Die Anpassung der Haufig-
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Abbildung 4.19: (a) Haufigkeitsverteilung der aus der Anpassung gewonnenen Zeitkonstanten der
Dissoziation. (b) Anhand des Ratenkoeffizienten fiir die Dissoziation wurde fiir die Verteilung der
scheinbaren Ratenkoeffizienten der Assoziation von DKK1-eGFP und LRP6-mCherry in HEK293T-
Zellen bei einer freien Ligandenkonzentration von 3,5nM (hellgriin) und 7,0 nM (dunkelgriin) mittels
Gleichung und Gleichung @ die Bindungsaffinitit bestimmt. Die Histogramme wurden mit
einer Normalverteilung angepasst.
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keitsverteilungen basiert auf einer Normalverteilung, um vor allem fiir die Verteilungen
in Abbildung (b) den Einfluss von Ausreiffern zu minimieren. Die aus den Bin-
dungskinetikmessungen ermittelten Ratenkoeffizienten sind in Tabelle 4.6/ aufgelistet.
Somit wurde durch die Bindungskinetikexperimente schliefilich eine Bindungsaffinitat
zwischen DKK1 und LRP6 von (0,37 £+ 0,04) nM bzw. (0,39 +0,04) nM ermittelt.

Tabelle 4.6.: Ratenkoeffizienten und die daraus ermittelte Bindungsaffinitdt der Bindung zwischen
DKK1-eGFP und LRP6-mCherry, bestimmt anhand von Bindungskinetikexperimenten bei einer Li-
gandenkonzentration von 3,5nM und 7,0nM.

Assoziation CL (nM) 3,5 7,0

kap 671 (27£0,2) x1073  (4,9+0,5) x 1073
ka (s7'nM™1)  (2,540,2) x107%  (4,7£0,5) x 1073
Bindungsaffinitat Kp (nM) (0,374+0,04) (0,394+0,04)

Dissoziation kp (s71) (2,6+0,1) x 107*

4.2.1.3. Axiale Linienraster-FCS: Die Bindung von DKK1/2 an LRP6

Die aus den Bindungskinetikmessungen von DKK1-eGFP und LRP6-mCherry ermit-
telten Ratenkoeffizienten und Bindungsaffinitidten bildeten die Grundlage fiir die nun
folgenden axialen Linienraster-FCS-Experimente, die in enger Zusammenarbeit mit Dr.
Peng Gao durchgefiihrt und ausgewertet wurden (AG Nienhaus, APH, KIT). Die transi-
ente Transfektion von LRP6-mCherry wurde sowohl in HEK293T- als auch NCI-H1703-
Zellen (engl. non-small cell lung cancer) durchgefiihrt. Von letzteren wurde auflerdem
eine mit LRP6-mCherry stabil transfizierte und eine via CRISPR/Cas9-geneditierte, he-
terozygote Variante generiert (Dr. Janine Wesslowski, AG Davidson, IBCS, KIT). Diese
wurden zur weiteren Zellkultur und Charakterisierung der AG Nienhaus zur Verfii-
gung gestellt.

Kontrollmessungen

Fir die axialen Linienraster-FCS-Experimente wurden diverse Kontrollmessungen
durchgefiihrt (Abbildung [.20). Zuerst wurde tiberpriift, ob die Kreuzkorrelations-
amplitude der Fluoreszenzsignale von zwei nicht miteinander interagierenden, fluo-
reszenzmarkierten Membranproteinen auf null féllt. Als Proteine wurden LRP6 und
MEM gewdhlt. MEM-Fusionskonstrukte werden oftmals zur Markierung der Zellmem-
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Abbildung 4.20: Kontrollexperimente fiir axiale Linienraster-FCS-Messungen an Zellen bei 470 nm-
und 561 nm-PIE-Anregung. Die Datenpunkte sind Mittelwerte (== SEM) der FCS-Kurven fiir den
griinen und roten Farbkanal aus mindestens 9 unabhéngigen Zellmessungen mit jeweils 60 s Messzeit.
Die Kreuzkorrelation aus den Intensitdtsverldufen der beiden Farbkandle ist in blau dargestellt und
die Anpassungskurven (Gleichung als Linien in den Farben analog zu den Datenpunkten. Es
sind Korrelationsfunktionen dargestellt von Zellen, die (a) LRP6-mCherry und MEM-eGFP, (b) nur
LRP6-mCherry-eGFP oder (c) nur LRP6-tdTomato exprimieren.
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bran eingesetzt und sollten nicht mit LRP6 interagieren. FCS-Messungen an HEK293T-
Zellen, die LRP6-mCherry und MEM-eGFP tiberexprimieren, zeigten im Vergleich zu
den mittleren Autokorrelationen im griinen und roten Farbkanal keinen signifikanten
Beitrag der mittleren Kreuzkorrelation (Abbildung (a), G2/ GgGr = 0,003 £ 0,021).
In den axialen Linienraster-FCS-Experimenten wurden die zu untersuchenden Pro-
teine hauptsdchlich mit eGFP oder mCherry fluoreszenzmarkiert. Zur Bestimmung
der maximalen Kreuzkorrelationsamplitude fiir Proteinkomplexe, die beide Fluoropho-
re beinhalten, wurde das Membranprotein LRP6 mit mCherry und eGFP in beiden
Farbkanélen fluoreszenzmarkiert. Die mittlere Kreuzkorrelationsamplitude von Mes-
sungen an transient transfizierten HEK293T-Zellen lag wie erwartet aufgrund der nicht
kompletten Fluorophormaturation von mCherry nicht zwischen beiden Autokorrelati-
onsamplituden, sondern unterhalb (Abbildung (b), Gf( /GgGy =0,137 £0,014).
Zuletzt sollte gezeigt werden, dass die Kreuzkorrelationsamplitude fiir Signale von
einem Fluorophor, der in beiden Farbkanélen via PIE anregbar ist, tatsdchlich zwischen
den beiden Autokorrelationsamplituden liegt. Im Vergleich zu eGFP und mCherry
eignete sich dafiir das fluoreszierende Protein tdTomato am besten. Die Korrelations-
kurven der axialen Linienraster-FCS-Experimente an transient transfizierten HEK293T-
Zellen zeigten eine Kreuzkorrelationsamplitude, die wie erwartet, unter Berticksichti-
gung der unterschiedlichen Beobachtungsvolumen, zwischen beiden Autokorrelations-
amplituden lag (Abbildung (0), G)% / GgGr=1,0+ 0,3).

DKK1-eGFP(-SNAP) und LRP6-mCherry
Als Erstes wurde anhand von axialer Linienraster-FCS tiber die aus der Anpassung der
FCS-Kurven gewonnenen Amplitude die LRP6-Rezeptordichte an der Membran der
untersuchten Zelllinie bestimmt. Zur Berechnung der Rezeptordichte war die Kennt-
nis der Fokusparameter wy notwendig, dessen Charakterisierung bereits in Kapitel
B.5.4] vorgestellt wurde. Mit diesen Werten wurden die Rezeptordichten von LRP6-
mCherry an den Zellmembranen von verschiedenen Zelllinien bestimmt: transient
transfizierte HEK293T-, transient transfizierte H1703-, stabil transfizierte H1703- und
CRISPR/Cas9-geneditierte H1703-Zellen. Die anhand der axialen Linienraster-FCS-
Messungen bestimmten Verteilung der LRP6-mCherry-Rezeptordichten sind in Abbil-
dung dargestellt und die Ergebnisse in Tabelle |4.7] zusammengefasst.

Bei den H1703-Zellen fiel die Rezeptordichte fiir die transiente Transfektion am hoch-
sten aus und war mit 140 pm 2 etwa dreifach so hoch wie bei der stabilen Zelllinie.
Diese unterschied sich im Vergleich zur CRISPR/Cas9-geneditierten Zelllinie mit der
niedrigsten Rezeptoranzahl von 18 pm~2 nur um einen Faktor 2,5. Die CRISPR/Cas9-
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Abbildung 4.21: Verteilung der LRP6-mCherry-Rezeptordichten an der Zellmembran von tran-
sient transfizierten HEK293T-, transient transfizierten H1703-, stabil transfizierten H1703- und
CRISPR/Cas9-geneditierten H1703-Zellen nach Inkubation mit DKK1-eGFP konditioniertem Medi-
um bei unterschiedlichen Konzentrationen (Stern: DKK1-eGFP-SNAP konditioniertes Medium). (Box-
bereich: 25 % — 75 % Quartile, Whisker: StAbw, schwarze Linie: Median, schwarzes Quadrat: Mittel-
wert. Jeder Punkt spiegelt eine individuelle FCS-Messung in einer Zelle wider. H1703 CRISPR/Cas9:
84 Zellen, H1703 stabile Transfektion: 73 Zellen, H1703 transiente Transfektion: 311 Zellen, HEK293T
transiente Transfektion 106 Zellen (Dreieck) und 86 Zellen (Stern: DKK1-eGFP-SNAP))

geneditierte Zelllinie spiegelt aufgrund der Modifizierung des vorhandenen Genoms
die nattirliche LRP6-Rezeptordichte in H1703-Zellen besser wider als die iibrigen un-
tersuchten Zelllinien. Auffillig war, dass die Anzahl der membrangebundenem LRP6-
mCherry nach transienter Transfektion in HEK-Zellen im Vergleich zu H1703-Zellen
um mehr als das Doppelte hoher ausfiel. Die HEK293T-Zelllinie eignet sich im Allge-
meinen sehr gut zur Uberexpression von Proteinen [197], was sich auch in der hoher
ausfallenden LRP6-Rezeptordichte mit bis zu ~ 1000 um~2 in transient transfizierten
HEK293T-Zellen widerspiegelt.

Um schliefilich die Bindungsaffinitidt von DKK1 und LRP6 via axialer Linienraster-FCS
zu bestimmen, wurden alle der oben aufgefiihrten Varianten an LRP6-mCherry expri-
mierenden Zelllinien mit DKK1-eGFP-konditioniertem Medium inkubiert.

Zusitzlich wurde tiberpriift, ob das fluoreszierende Protein am Liganden die Bindung
von DKKT1 an LRP6 beeinflusst. Fiir diesen Zweck wurde DKK1-eGFP C-terminal mit ei-
nem SNAP-Tag (20 kDa [198]) versehen (DKK1-eGFP-SNAP) und ebenfalls in Form von
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konditioniertem Medium zu LRP6-mCherry exprimierenden HEK293T-Zellen (transi-
ente Transfektion) gegeben.

Die Inkubationszeiten fiir unterschiedliche Ligandenkonzentrationen wurden anhand
der durch die Bindungskinetikexperimente gewonnenen Ratenkoeffizienten berechnet.
Die Kenntnis der freien Ligandenkonzentration in der Probenkammer zum Zeitpunkt
der Messung ist essenziell fiir die Berechnung der Bindungsaffinitdt. Gerade bei niedri-
gen Konzentrationen war es wichtig, das konditionierte Medium wéahrend der Inkuba-
tionszeit mehrfach auszutauschen. Die freien Liganden binden an die Rezeptoren und
an die Probengefidfioberfliche und fithren daher bei niedrigen Konzentrationen zu ho-
heren relativen Konzentrationsverlusten. Daher wurde das Medium vor der Messung
mindestens einmal, meist bei der Hélfte der Inkubationszeit, ausgetauscht.

Zur Rekonstruktion der Bindungskurve von DKK1-eGFP an LRP6-mCherry wurden
alle vier Zelllinien mit unterschiedlichen Ligandenkonzentrationen inkubiert. Diese
mussten einen grofien Konzentrationsbereich abdecken (0,01 - 100 xKp), da die Kon-
zentrationsachse der Bindungskurve logarithmisch verlauft. Die Ergebnisse dieser axia-
len Linienraster-FCS-Messungen sind in Abbildung zusammengefasst.

4.2.1.4. Bestimmung der Bindungsaffinitat von LRP6 und DKK1

Anhand von Gleichung ergibt sich aus der Relation der Korrelationsamplituden
der FCS-Kurven in Abhédngigkeit von der freien Ligandenkonzentration eine Pseudo-
bindungskurve I'(Cy) (Abbildung (a)). Um die endgiiltigen Bindungskurven zu
bekommen, miissen die Pseudobindungskurven noch durch die Faktoren A und § nor-
miert werden. Letzteres kann aus der Anpassung der Kurven mit der Gleichung
gewonnen werden. Die normierten Bindungskurven eignen sich besser zum direkten
Vergleich der Bindungsaffinitdten der unterschiedlichen Proben (Abbildung (b)).
Die anhand der Anpassung der Bindungskurven gewonnenen Parametern sind zusam-
men mit den berechneten Diffusionskoeffizienten fiir die jeweiligen fluoreszenzmar-
kierten Proteine in Tabelle [4.7] zusammengefasst. Auffillig war die im Allgemeinen
mit steigender Rezeptordichte abnehmende Bindungsaffinitdt und somit zunehmen-
de Dissoziationskonstante Kp im Bereich von (0,08 £+ 0,01) nM (CRISPR/Cas9, H1703)
bis (0,49 £0,09) nM (transiente Transfektion, HEK293T). Aus den Ergebnissen ging
zudem hervor, dass der zusdtzliche SNAP-Tag an DKK1-eGFP die Affinitdt zwischen
DKK1 und LRP6 nicht merklich beeinflusste.

Der prozentuale Anteil von fluoreszierenden Rezeptoren, B, lag fiir die HEK293T-Zellen
im Bereich des Werts fiir die Kontrollmessungen (8 = 0,141 +0,014) und zeigt somit
stabile Messbedingungen. Mit steigender Rezeptordichte nahm B jedoch innerhalb
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Abbildung 4.22: (a) Pseudobindungskurven und (b) normierte Bindungskurven von DKK1-eGFP
und LRP6-mCherry in HEK293T- und H1703-Zellen bei verschiedenen Rezeptordichten. Die Kurven
wurden mit Hilfe von Gleichung an die Datenpunkte angepasst (Linien bzw. gestrichelte Linie
fuir transient transfizierte HEK293T-Zellen mit DKK1-eGFP-SNAP als Ligand, Farben analog zu den
Datenpunkten).
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4.2. Rezeptor-Ligand-Interaktionen im Wnt-Signalweg

Tabelle 4.7.: Ergebnisse der axialen Linienraster-FCS-Messungen zur Bestimmung der Bindungs-
affinitait von DKK1-eGFP und LRP6-mCherry in CRISPR/Cas9-geneditierten, stabil und transient
transfizierten H1703-Zellen sowie in transient transfizierten HEK293T-Zellen.

Rezeptor LRP6-mCherry
Ligand DKK1-eGFP +SNAP

Zelllinie H1703 HEK293T
Reze.ptor-. CRISPR /Cas9 stabile' transien.te transien.te
Geninsertion Transfektion Transfektion Transfektion
R tordicht

FEPOTINE 1849 45 + 23 140 + 80 370 +150 1080 + 470
(hm™)

B 0,14 £+ 0,01 0,44 £+ 0,02 0,47 £0,01 0,13+0,01 0,15+0,01
Kp(nM) 0,09 £+ 0,01 0,08 £ 0,01 0,22 40,02 0,49 £0,09 0,46 + 0,09

Dpkxi (um?s™1) 0,33 £0,15 0,29 + 0,06 0,45 £ 0,11 0,44 £ 0,09 0,40 += 0,07

Drrps (nm?s™1) 0,33 £ 0,06 0,27 £0,05 0,42 £0,13 046 £0,09 045+0,11

der H1703-Zelllinie von 14 % (CRISPR/Cas9, H1703) auf 47 % (transiente Transfektion,
H1703) zu. Bei transient transfizierten Zellen kann normalerweise der Anteil endoge-
ner, ohne Fluorophor hergestellter Rezeptoren vernachlassigt werden. Somit lag bei der
offensichtlich nicht homozygoten, CRISPR/Cas9-geneditierten Zelllinie noch ein Grof3-
teil an LRP6-Rezeptoren ohne Fluorophor vor. Hierbei ist jedoch anzumerken, dass der
Faktor  zusétzlich von der prozentualen Anzahl der funktionsfdhigen Rezeptoren ab-
hiangt. Diese Anzahl kann zum einen Zelllinien-spezifisch sein oder zum anderen auch
mit steigender Rezeptordichte aufgrund von Dimerbildung oder sterischer Hinderung
abnehmen, was bei den HEK293T-Zellen womoglich den niedrigen B-Wert erkldren
konnte.

Die aus den Korrelationsamplituden berechneten Diffusionskoeffizienten der membran-
gebundenen LRP6- und DKK1-Proteine lagen im Bereich von etwa 0,3 - 0,4 ].1rnzs_1
mit jedoch relativ grofien Unsicherheiten. Es ist zu vermuten, dass diese aus Inhomo-
genitdten in der Zellmembran resultierten.

Angesichts dieser Ergebnisse konnte gezeigt werden, dass axiales Linienraster-FCS in
der Tat ein leistungsstarkes Werkzeug ist, um biologisch relevante Wechselwirkungen
auf der Proteinebene zu untersuchen und sogar feine Unterschiede in der Bindungs-
affinitdt in Abhdngigkeit von der Rezeptordichte aufzudecken.
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4. Ergebnisse

DKK1-eGFP und LRP6-tdTomato

Bisher wurde gezeigt, dass die Fluoreszenzmarkierung des Liganden keinen wesentli-
chen Einfluss auf die Bindungsaffinitat zwischen DKK1 und LRP6 hat. Als Néachstes
wurde untersucht, ob dies auch auf das fluoreszierende Protein des Rezeptors zu-
trifft. Fiir diesen Zweck wurde mCherry durch tdTomato ausgetauscht, welches als
Tandemdimer etwa doppelt so grofs und etwa 5- bis 6-fach so hell ist wie mCherry.
Es wurden axiale Linienraster-FCS-Experimente an der Membran von CRISPIR/Cas9-
geneditierten H1703-Zellen (hergestellt von Dr. Janine Wesslowski (AG Davidson, IBCS,
KIT) und LRP6-tdTomato transient transfizierten H1703-Zellen durchgefiihrt.

Diese Messungen zeigten, dass der Austausch der fluoreszierenden Markierung in
H1703-Zellen keinen wesentlichen Einfluss auf die LRP6-Rezeptordichten nahm (Ab-
bildung (a)). Die anhand der Boxplotwerte bestimmten Rezeptordichten sowie
die durch Anpassung der Bindungskurven bestimmten Parameter sind in Tabelle
zusammengefasst.

Fiir die CRISPR/Cas9-Zelllinie fiel die Rezeptordichte mit (21 +15) pm~2 wie erwar-
tet geringer aus als fiir die transient transfizierten Zellen mit (106 4-52) um~2. Die
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Abbildung 4.23: (a) Verteilung der LRP6-tdTomato-Rezeptordichten von CRISPR/Cas9-geneditierten
und transient transfizierten H1703-Zellen (Boxbereich: 25 % — 75 % Quartile, Whisker: StAbw, schwar-
ze Linie: Median, schwarzes Quadrat: Mittelwert. Jeder Punkt spiegelt eine individuelle FCS-
Messung in einer Zelle wider. H1703 CRISPR/Cas9: 186 Zellen, H1703 transiente Transfektion:
99 Zellen). (b) Normierte Bindungskurven von DKK1-eGFP und LRP6-tdTomato in H1703-Zellen
bei verschiedenen Rezeptordichten. Die Kurven wurden mit Hilfe von Gleichung an die Daten-
punkte angepasst (Linien).
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4.2. Rezeptor-Ligand-Interaktionen im Wnt-Signalweg

Ergebnisse fiir die Rezeptordichten und Diffusionskoeffizienten fiir Rezeptor und Li-
gand liegen zudem in der gleichen Grofienordnung wie bei den Messungen mit dem
mCherry-Fusionskonstrukt.

Auch die rekonstruierten und angepassten Bindungskurven bei unterschiedlichen Li-
gandenkonzentrationen von DKK1-eGFP, abgebildet in Abbildung (b), &hnelten
den zuvor fiir LRP6-mCherry gemessenen Kurven stark. Somit lagen die aus der
Anpassung der Kurven gewonnenen Dissoziationskonstanten, fiir die CRISPR/Cas9-
Zelllinie mit Kp =(0,10 +0,02) nM und im Falle der transient transfizierten Zellen mit
Kp =(0,22+0,03) nM, im gleichen GréBenbereich wie die Ergebnisse fiir die vergleich-
baren Zelllinien mit den mCherry-Fusionskonstrukten.

Der prozentuale Anteil von fluoreszierenden Rezeptoren fiel in der CRISPR/Cas9-
geneditierten Zelllinie wie im Falle der mCherry-Variante geringer als bei den transient
transfizierten Zellen aus. Dieser Anteil war im Vergleich zur mCherry-Variante jedoch
fast doppelt so hoch.

Mit diesen Messungen wurde schliefSlich bestdtigt, dass der Austausch des fluores-
zierenden Proteins keinen merklichen Einfluss auf die Bindungsaffinitit hat. Auch
wurde keine wesentliche Anderung des LRP6-Diffusionskoeffizienten festgestellt. Das
war nach den smDIMSA-Messungen fiir LRP6-mEosFPthermo auch nicht zu erwarten.
tdTomato fiihrt als Tandemdimer im Vergleich zu LRP6-mEosFPthermo zu einem Mole-
kiilmassenzuwachs von etwa 27 kDa und daher zu einer erwarteten Verschiebung des
Diffusionskoeffizienten von weniger als 5 %. Diese war angesichts der relativ grofien
Unsicherheiten auf die mittels axialer Linienraster-FCS bestimmten Diffusionskoeffizi-
enten nicht sichtbar.

DKK2-eGFP und LRP6-mCherry

Als Nachstes wurde der Fokus auf die Bindungsaffinitdt zwischen dem Rezeptorprote-
in LRP6 und einem weiteren seiner Liganden, DKK2, gelegt. Neben DKK1 zdhlt auch
DKK2 zu den Wnt-Inhibitoren fiir den kanonischen Wnt-Signalweg und kann durch
die Bindung an LRP5/6 die Bildung von Signalosomen hindern [189].

Inwieweit sich die Bindungsaffinititen beider DKK-Varianten an LRP6 unterscheiden,
galt es via axialer Linienraster-FCS genauer zu untersuchen. Als Zellsystem wurden
hierfiir mit LRP6-mCherry transient transfizierte H1703-Zellen verwendet und diese
mit DKK2-eGFP-konditioniertem Medium bei unterschiedlichen Ligandenkonzentra-
tionen inkubiert. Eine Gegeniiberstellung der normierten Bindungskurve fiir DKK2-
eGFP und LRP6-mCherry mit der bereits aus den vorigen Abschnitten bekannten
Bindungskurve von DKK1-eGFP und LRP6-mCherry findet sich Abbildung
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Abbildung 4.24: Rekonstruierte Bindungskurve von stabil mit LRP6-mCherry transfizierten H1703-
Zellen und DKK2-eGFP als Ligand. Die Bindungskurve mit DKK1-eGFP als Ligand ist zum Vergleich
mit eingezeichnet. Die Kurven wurden mit Hilfe von Gleichung an die Datenpunkte angepasst
(Linien).

Tabelle 4.8.: Ergebnisse der axialen Linienraster-FCS-Messungen zur Bindungsaffinitiat von DKK1-
eGFP und LRP6-tdTomato in CRISPR/Cas9-geneditierten und transient transfizierten H1703-Zellen
sowie von DKK2-eGFP und LRP6-mCherry in transient transfizierten H1703-Zellen.

Rezeptor LRP6-td Tomato LRP6-mCherry
Ligand DKK1-eGFP DKK2-eGFP
Zelllinie H1703
Rezeptor-Geninsertion ~CRISPR/Cas9 transiente Transfektion stabile Transfektion
Rezeptordichte (um~2) 21 +£15 106 £+ 52 324+16
B 0,26 0,01 0,51 + 0,02 0,43 + 0,02
Kp (nM) 0,10 0,02 0,22 £0,03 0,26 £ 0,04
Dpxki1 (pm?s~1) 0,27 £0,19 0,35 £0,19 0,27 £ 0,08
Dirpg (um?s™1) 0,39 + 0,19 0,44 + 0,34 0,30 + 0,07
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4.2. Rezeptor-Ligand-Interaktionen im Wnt-Signalweg

Aus dem direkten Vergleich beider Kurven ist deutlich erkennbar, dass die Bindungs-
affinitat fiir DKK2 an LRP6 schwécher ausfiel als fiir DKK1 und LRP6. Die aus der FCS-
Messung und Anpassung der Bindungskurve gewonnenen Parameter sind in Tabelle
zusammengefasst. Mao et al. [I91] zeigten in ihren Experimenten, dass DKK2 eine
geringere Bindungsaffinitat zu LRP6 aufweist als DKK1. Die via axialer Linienraster-
FCS quantitativ bestimmte Dissoziationskonstante Kp von DKK2 und LRP6 bestatig-
te dies und fiel mit einem Wert von (0,26 £0,04) nM etwa 3-fach grofer aus als im
Fall fiir DKK1. Beide von Mao et al. [191]] bestimmten Dissoziationskonstanten wur-
den fiir transient mit LRP6 transfizierte HEK293T-Zellen bestimmt. Die mittels axialer
Linienraster-FCS bestimmten Dissoziationskonstanten fiir DKK1 und LRP6 in transi-
ent mit LRP6-mCherry transfizierten HEK293T-Zellen (DKK1-eGFP: (0,49 +0,09) nM,
DKK1-eGFP-SNAP: (0,46 & 0,09) nM) lagen trotz fehlender Angabe von Unsicherheiten
nah an dem von Mao et al. [191] angegebenen Wert (0,34 nM).

4.2.1.5. Bestimmung der Bindungsaffinitat von xKremen2 und DKK1 unter
Einfluss von LRP6

Bindungskinetikexperimente

Bereits aus diversen Experimenten (Hassler et al., Mao et al., Li et al., [199H201]]) war
ersichtlich, dass das Zusammenspiel von Kremen, DKK und LRP6 sehr komplex ist.
Die folgenden Messungen zur Untersuchung des Zusammenspiels bzw. der Bindung
der zwei Membranproteine LRP6 und xKremen2 mit ihrem Ligand DKK1 wurden zu-
sammen mit B.Sc. Jasmijn Rath (AG Nienhaus, APH, KIT) und die axialen Linienraster-
FCS-Experimente wie zuvor in enger Zusammenarbeit mit Dr. Peng Gao (AG Nienhaus,
APH, KIT) durchgefiihrt und ausgewertet.

Als Erstes wurde der Einfluss von LRP6 auf die Bindungsaffinitdt von xKremen2-
mCherry und DKK1-eGFP ndher untersucht. Fiir diesen Zweck wurden H1703-Zellen,
die zuvor mit xKremen2-mCherry allein oder zusammen mit LRP6 (ohne Fluoro-
phor) transient transfiziert wurden, mit DKK1-eGFP-konditioniertem Medium bei un-
terschiedlichen Ligandenkonzentrationen inkubiert und die Assoziationsprozesse am
Spinning-Disk-Konfokalmikroskop aufgenommen. Beispielhafte Zeitrafferaufnahmen
der Bindung von DKK1-eGFP an xKremen2-mCherry unter Einfluss von LRP6 sind in
Abbildung dargestellt.

Im Fall der Einzeltransfektion von xKremen2-mCherry zeigte sich erst ab einer Konzen-
tration von 4 nM an DKK1-eGFP eine deutliche Bindung von DKK1-eGFP an xKremen2-
mCherry (Abbildung (a)). Wurde jedoch zusitzlich LRP6 kotransfiziert, so war
bereits bei 0,4nM eine sichtliche Bindung erkennbar (Abbildung (b)).
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4. Ergebnisse

Abbildung 4.25: Konfokalmikroskopaufnahmen von einem Bindungskinetikexperiment von
xKremen2-mCherry und DKK1-eGFP (a) ohne LRP6 und (b) unter Einfluss von kotransfiziertem
LRP6 (ohne Fluorophor) in H1703-Zellen bei verschiedenen freien Ligandenkonzentrationen. Der
Mafistabsbalken entspricht 20 um.

Axiale Linienraster-FCS

Mit dieser Vorkenntnis wurde die Bindung zwischen xKremen-mCherry und DKK1-
eGFP unter dem Einfluss von LRP6 (ohne Fluorophor) mittels axialer Linienraster-FCS
genauer untersucht. Zuerst wurde die Rezeptordichte von mit xKremen2-mCherry
transient transfizierten H1703-Zellen bestimmt (Abbildung (a)). Aus diesen Mes-
sungen ging hervor, dass die Kotransfektion von LRP6 und xKremen2-mCherry die
Anzahl der xKremen2-Rezeptoren ((68 + 10) pm~2 mit und (79 & 11) pm 2 ohne LRP6-
Koexpression) nicht merklich beeinflusste. Ein deutlicher Einfluss von kotransfizier-
tem LRP6 war jedoch in den rekonstruierten Bindungskurven von DKK1-eGFP an
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Abbildung 4.26: (a) Verteilung der Rezeptordichten von xKremen2-mCherry in transient transfi-
zierten H1703-Zellen (Boxbereich: 25 % — 75 % Quartile, Whisker: StAbw, schwarze Linie: Median,
schwarzes Quadrat: Mittelwert. Jeder Punkt spiegelt eine individuelle FCS-Messung in einer Zelle
wider. - LRP6: 96 Zellen, + LRP6: 82 Zellen). (b) Normierte Bindungskurven von DKK1-eGFP und
xKremen2-mCherry +/- LRP6 in H1703-Zellen. Als Referenz ist die normierte Bindungskurve von
DKK1-eGFP und LRP6-mCherry in transient transfizierten H1703-Zellen eingezeichnet (gestrichelte,
rote Linie). Die Kurven wurden mit Hilfe von Gleichungan die Datenpunkte angepasst (Linien).

xKremen2-mCherry zu sehen (Abbildung (b)). DKK1-eGFP band im direkten
Vergleich der Kurven in Abwesenheit von iiberexprimiertem LRP6 wesentlich schwi-
cher an xKremen2-mCherry als im Falle der Kotransfektion (Abbildung (b)). Die
aus der Anpassung an die FCS-Daten gewonnenen Parameter sind in Tabelle 4.9 auf-
gelistet. Die Ergebnisse bestdtigen die anhand der Spinning-Disk-Konfokalmikros-
kopaufnahmen aufgestellten Vermutungen beziiglich der Bindungsaffinitdtsbereiche:
Die Dissoziationskonstante von DKK1-eGFP und xKremen2-mCherry ohne Kotrans-
fektion von LRP6 betrug (10,3 +2,1) nM und lag somit im erwarteten Konzentrations-
bereich. Die zusitzliche Uberexpression von LRP6 riickte die Dissoziationskonstante
mit einem Wert von (0,54 £ 0,06) nM in niedrigere Konzentrationsbereiche und somit
knapp oberhalb des Bereichs der Bindung von DKK1-eGFP an LRP6-mCherry. Dieses
Ergebnis deutet darauf hin, dass xKremen2 zusammen mit LRP6 und DKK1 einen ter-
ndren Komplex bildet und DKK1 mit hoherer Affinitdt an LRP6 bindet als an xKremen2.
Die Tatsache, dass die Bindungsaffinitat von DKK1 an LRP6 alleine hoher ausfillt als an
den LRP6/xKremen2-Komplex impliziert, dass xKremen2 die DKK1-Bindungsstellen
bei LRP6 beeinflusst. Auffillig war auch der ungewohnlich hohe f—Wert (0,66 =+ 0,03)
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Tabelle 4.9.: Ergebnisse der axialen Linienraster-FCS-Messungen zur Bindungsaffinitdt von DKK1-
eGFP und xKremen2-mCherry +/- LRP6.

xKremen2-mCherry,

Rezeptor xKremen2-mCherry LRP6
Ligand DKK1-eGFP
Zelllinie H1703
Rezeptor-Geninsertion transiente Transfektion
Rezeptordichte (um~2) 44 + 33 41 + 30
B 0,45 £ 0,02 0,66 + 0,03
Kp (nM) 10,3 £ 2,1 0,54 £ 0,06
Dpxki1 (um?s—1) 0,25+ 0,15 0,32+£0,18
Diykremen2 (Hm?s™1) 0,19 £ 0,08 0,27 +£ 0,09

fiir transient mit einem mCherry-Konstrukt transfizierte H1703-Zellen. Eigentlich war
sogar ein kleinerer Wert zu erwarten, da in diesen Zellen unmarkiertes LRP6 koexpri-
miert wurde, welches alleine DKK1 binden kann, wodurch sich die Anzahl an Molekii-
len im griinen Farbkanal erhoht. Eine Erklarung fiir den grofser ausfallenden f—Wert
sind grofiere Proteinkomplexe, die aus mehreren xKremen2-mCherry-Molekiilen be-
stehen.

4.2.1.6. Bildung von xKremen2-LRP6-Heterodimeren unter Einfluss von DKK1

Als Nachstes wurde untersucht, ob xKremen und LRP6 ihren Liganden DKK1 zur
Bildung von Heterodimeren bendtigen oder schon als solche an der Zellmembran
vorliegen, woraufhin die Experimente von Hassler et al. bereits deuteten. Die
vorigen FCS-Messungen zeigten lediglich eine erhohte Bindungsaffinitit bei Koexpres-
sion von xKremen2-mCherry zusammen mit unmarkiertem LRP6. In den folgenden
Experimenten wurden stabil mit LRP6-mCherry transfizierte H1703-Zellen zusétzlich
mit xKremen2-eGFP transient transfiziert und mittels axialer Linienraster-FCS gemes-
sen. Die scheinbaren Anteile der roten und griinen Rezeptoren F; ;, die Heterodimer-
Komplexe an der Zellmembran formen, wurden unter Anwendung der Gleichung
und Gleichung [3.16|berechnet. Durch Einsetzen der entsprechenden Korrelationsampli-
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Abbildung 4.27: Anteil der LRP6-mCherry/xKremen2-eGFP-Heterodimere in H1703-Zellen. Es wur-
den nur Datenpunkte mit GG,R(O) > 0,02 und F’G/R < 1 berticksichtigt, um den Einfluss von Ausrei-
fern zu minimieren. (Boxplotbereich: 25%-75% Quartile, StAbw, schwarzer Punkt: Mittelwert. Jeder
Punkt spiegelt eine individuelle FCS-Messung in einer Zelle von insgesamt mehr als 60 Zellen wider.)

tuden und der Verhiltnisse der Beobachtungsflichen (Aeg/ Ag = 1,23, Aetf/ Ag = 0,84)
ergab sich ein Anteil der in Komplexen gebundenen LRP6-Proteine von etwa 16 % und
fiir xKremen2 ein Anteil von etwa 35 %. Beriicksichtigt man nun zusétzlich die Fluoro-
phormaturation fiir mCherry (yg = 0,5 [I8IH183]]) und eGFP (176 = 0,9
[186])), so liegen nach Anwendung der Gleichung und Gleichung etwa 19 %
der LRP6-Proteine und etwa 36 % der xKremen2-Proteine in Heterodimer-Komplexen

Vor.
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4.2.2. Wnt5a und Ror2
4.2.2.1. Wnt5a und Ror2 in Xenopus laevis

Der Wnt-Signalweg reguliert die Abldufe vieler wichtiger biologischer Prozesse, dar-
unter die Embryogenese. In der Embryogenese des Xenopus laevis, der im Deutschen
auch unter dem Namen , Afrikanischer Krallenfrosch” bekannt ist, spielt der Spemann-
Organisator eine zentrale Rolle. Er ist das Organisationszentrum fiir die Gastrulation
und zeigt den {iibrigen Zellen ihre Aufgaben in der Embryoentwicklung. Im Rah-
men dieser Arbeit wurde konkret die Auswirkung von Wnt5a auf seinen Rezeptor
Ror2 in Xenopus-Explantaten genauer untersucht. Beide Proteine sind Teil des nicht-
kanonischen Wnt-Signalwegs, welcher vor allem Zellpolarisation und -migration sowie,
in Bezug auf den Xenopus-Organismus, die Drehungsbewegung des Mesoderms wih-
rend der Gastrulation beeinflusst. Die im Folgenden aufgefiihrten Ergebnisse resultie-
ren aus der Zusammenarbeit mit M.Sc. Katharina Puzik (AG Gradl, ZEBio, KIT), welche
die fiir die Experimente benétigten biologischen Proben zur Verfiigung stellte. Der aus-
fithrliche biologische Rahmen dieser Experimente und Néaheres zu den Explantaten
kann in der Publikation [202] nachgelesen werden. Hauptziele dieser Kollaboration

war es, die Wntba induzierte Clusterbildung von xRor2 niaher zu untersuchen.

4.2.2.2. Experimenteller Ablauf: ,,Vom Frosch tiber das Mikroskop zum Film*

Zur Untersuchung der Auswirkung von Wnt5a auf xRor2 in Zellen des animalen Pols
(der animalen Kappe) wurden alle vier Blastomere von Embryonen in der Gastrulati-
onsstufe 4 nahe der Kontaktregion mit den gewiinschten mRNAs injiziert (Abbildung
(@)). Je nach Experiment wurde zusétzlich zu xRor2-mCherry entweder xRor2-Split-
YFP(N)/xRor2-Split-YFP(C) oder Caveolin1-eGFP injiziert. Die animalen Kappen der
vorinjizierten Embryonen wurden in der Gastrulationsstufe 9 manuell herausgeschnit-
ten (Explantate) und in eine selbst angefertigte, mit bovinem Serumalbumin (BSA)
beschichtete Probenkammer (Abbildung (b)) gesetzt.

Das Explantat befand sich in einer Art ,Sandwich” aus Medium (MBSH (engl. Modified
Barth's Solution High-salt) mit 0,1 % BSA) zwischen zwei unterschiedlich langen Deckgla-
sern mit Dicke #1,5. Als Stiitze zwischen den Deckgldsern wurde am Glasrand Silikon
angebracht. Hierbei musste darauf geachtet werden, die Explantate durch passenden
Druck auf das obere Deckglas bestmoglich an das untere Deckglas zu driicken und zu
fixieren, jedoch nicht zu beschddigen. Nach der Probenpraparation wurde ziigig gear-
beitet, da die Explantate in diesem Zustand in der Regel nur wenige Stunden iiberleben.
Um die Auswirkungen von Wnt5a auf xRor2 in diesen Explantaten zu testen, wurde
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rekombinantes Wnt5a (MBSH, 0,1 % BSA und 0,1 ng/pL Wnt5a, R&D Systems, Minnea-
polis, MN) mit Hilfe eines Filterpapiers vorsichtig durch die Probenkammer gezogen.
Die im Folgenden gezeigten Zeitrafferaufnahmen wurden mit einem Einzelmolekiil-
lokalisationsmikroskop (Kapitel im Durchlichtmodus mit einer Belichtungszeit von
50 ms pro Bild und einer Belichtungsleistung von 2 W /cm? fiir jeweils einige Minuten
aufgenommen. Mit der im Mikroskopaufbau integrierte Optosplit-Einheit und den
entsprechenden Filtern (Kapitel war es moglich, die Signale von zwei Farbkanélen
optisch zu trennen und simultan aufzuzeichnen. Die Aufnahmen wurden nachtraglich
mit Hilfe der Software Fiji [156] bearbeitet und aus ihnen wurden gemittelte Bildse-
quenzen erstellt. Jedes Bild in der Sequenz entsprach einem Mittel aus 20 Aufnahmen
und zeitlich gesehen 1s. Zusitzlich wurde mit den Fiji Plugins der Drift der Probe
(SPIM Registration) [203] und die Bleichung der Fluorophore korrigiert.

(@)  Gastrulationsstufe 4 Gastrulationsstufe 9+

Injektion von mRNA _
z.B. xRor2-mCherry animaler Pol

Blastocoel

ventral dorsal

Dotterzellen Mesoderm

vegetativer Pol
(b) Explant
Silikon
, Medium
/

| /
Wnt5a Zugabe

Deckglas-Kammer

Abbildung 4.28: Herstellung der Xenopus-Explantate und der Probenkammer
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4.2.2.3. Der Effekt von Wnt5a auf xRor2 in Xenopus-Explantaten

Die Wnt5a-induzierte Clusterbildung von Ror2 wurde bereits durch Feike et al. [23]]
und Wallkamm et al. [24] in Xenopus-Embryonen und -Explantaten beobachtet. Die
Frage, ob Ror2 auch ohne Wnt5a Dimere oder Oligomere bildet und Wnt5a den Zusam-
menschluss zu grofieren Komplexen lediglich positiv beeinflusst, blieb jedoch offen.
Um diese Fragestellung zu 16sen, wurde von der AG Gradl (AG Gradl, ZEBio, KIT)
ein Split-YFP-Konstrukt generiert (xRor2-Split-YFP(N) und xRor2-Split-YFP(C) [202]).
Finden wahrend einer xRor2-Dimerisierung die jeweils komplementaren nicht fluores-
zierenden Teile von Split-YFP zusammen, so entsteht ein fluoreszierendes YFP. Dieses
komplementierte YFP erzeugt infolge der Anregung durch einen Laser passender Wel-
lenldnge ein Fluoreszenzsignal und weist auf die Existenz von xRor2-Dimeren hin.
Zuerst wurde der Einfluss der Zugabe von Wntb5a auf xRor2 ndher untersucht. Hier-
fiir wurde 200 pg xRor2-mCherry mRNA in dorsale Blastomere in der Animalkappe
injiziert. Das Medium der Explantate wurde am Versuchstag durch mit Wnt5a angerei-
chertes Medium ersetzt. Auch hier stimulierte die Zugabe von Wnt5a seinen Rezeptor
xRor2 deutlich zur Clusterbildung an der Zellmembran. Dabei schloss sich xRor2-
mCherry, welches vor der Zugabe eher homogen an der Zellmembran verteilt vorlag,
innerhalb weniger Sekunden zu deutlich sichtbaren Clustern zusammen (Abbildung
(@)). Um die Grofien dieser Cluster zu bestimmen, wurde die Intensitédtsvertei-
lung des xRor2-mCherry-Signals entlang der Zellmembran bei 120 s ndher untersucht
(Abbildung (b)). Die durch Anpassung der Kurve mittels GaufSverteilung ermit-
telten Halbwertsbreiten sind in Tabelle aufgelistet und befanden sich im Bereich
mehrerer hundert Nanometer mit einem Maximalwert bei etwa 700 nm.

Als Néchstes wurde zur Untersuchung der Dimerisierung von xRor2 das Prinzip der
bimolekularen Fluoreszenzkomplementation in Form von zwei komplementdren Split-
YFP-Konstrukten ausgenutzt. Diese setzen sich nach der Dimerisierung von xRor2 zu
einem funktionsfahigen Fluorophor zusammen und sollten anzeigen, wo sich xRor2-
Dimere befinden bzw. den Kontrast von xRor2-Cluster erhchen. In allen Explantaten
wurde xRor2-mCherry koinjiziert, da das xRor2-Split-YFP-Signal wéahrend der Zeitraf-
feraufnahmen meist schwach war und nach wenigen Sekunden photobleichte. Dies lag
zum einen womoglich an der geringeren Menge an komplettierten Proteinen, da durch
die Koinjektion die Anzahl von moglichen xRor2-Paarkombinationen anstieg. Folg-
lich sank die Wahrscheinlichkeit, ein xRor2-Paar mit erfolgreich komplettiertem YFP
anzutreffen, um die Halfte (P = 1/3 fiir Split-YFP-Konstrukte; P = 1/6 fiir Split-YFP-
Konstrukte + mCherry-Konstrukt, unter der Annahme gleicher Mengen an Proteinen
in der jeweiligen Proteinsorte und mit Vernachldssigung des Einflusses endogener

150



4.2. Rezeptor-Ligand-Interaktionen im Wnt-Signalweg

L_Ié I 3
| N

~ 200 I " yl /l “ 1ﬂ|
-+ I i\ 4
:m I |} * 11
= oLl AS
——_— \ ;
2 150; T A Y

b I ] e ®
()] ’: / Loeg ‘b : \y, \‘
E . P o \ \ﬁ‘
— 1 00 [ bad . -r—’— - 4/_ - _\\__Q__A\/_

o0

4

2
Strecke (um)

6

Abbildung 4.29: (a) Durch die Zugabe von Wnt5a induzierte Clusterbildung von xRor2-mCherry an
der Zellmembran in einem Xenopus-Explantat. Der Mafistabsbalken entspricht 5 pm. (b) Bestimmung
der Clustergrole von xRor2-mCherry nach Wnt5-Zugabe via Anpassung von Gauflkurven an die

Intensititsverteilung tiber den Ort.
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xRor2-Proteine). Zum anderen lag das schnelle Photobleichen von YFP vor allem an
dem hohen Hintergrundsignal im griinen/gelben Farbkanal in biologischen Proben.
Dadurch musste meist eine hohere Laserleistung verwendet werden, um ein entspre-
chend gutes Signal-Rausch-Verhiltnis zu erzeugen. Dies erschwerte die Aufnahme von
Langzeitmessungen im YFP-Kanal, zumal ein Internalisierungsprozess eines grofien
xRor2-Clusters spontan geschieht und duflerst selten im kleinen Bildausschnitt des
grofien Explantats am Einzelmolekiillokalisationsmikroskop zu beobachten war. Eine
Abfolge an Zeitrafferaufnahmen einer dieser spontanen Internalisierungsprozesse von
xRor2-Clustern nach Wnt5a-Zugabe ist in Abbildung dargestellt.

Die Verteilung von xRor2-Split-YFP und xRor2-mCherry waren sowohl an der Zellmem-
bran als auch im Cytosol nahezu deckungsgleich. Dabei verweilte das in Abbildung
zu sehende xRor2-Cluster fiir etwa 1 min an der Zellmembran, bevor es binnen
15s in die Zelle internalisiert wurde. Somit wurde erstmals ein Wnt5a-stimulierter
Internalisierungsprozess eines xRor2-Clusters an der Zellmembran in einem Xenopus-
Explantat in Echtzeit beobachtet. Dadurch wurde gezeigt, dass Wnt5a xROR2 nicht
nur zur Clusterbildung stimuliert, sondern xRor2-Komplexe mit einem Durchmesser
von mehreren hundert Nanometern nicht an der Membran verweilen, sondern auch
tatsdchlich als Komplex internalisiert werden.

Von Puzik et al. [202] wurde zudem gezeigt, dass die Wnt5a-Signalkomplexe mit
Cav1-eGFP kolokalisieren und somit hochstwahrscheinlich durch Caveolin endozytiert
werden. In den durchgefiihrten Experimenten an mit xRor2-mCherry und Cav1-eGFP

koinjizierten Explantaten konnte ein Caveolin-abhdngiger Internalisierungsprozess von

Tabelle 4.10.: Ubersicht der bestimmten xRor2-mCherry Clustergrofien.

Gaufskurve Nr.  Halbwertsbreite (nm)

1 720 £ 50
2 710 = 60
3 442 £+ 27
4 570 &= 80
5 390 £ 90
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Wntba-induzierten xRor2-mCherry-Komplexen jedoch nicht beobachtet werden. In Zu-
kunft konnten hierfiir nicht nur mehr Experimente geplant werden, sondern auch un-
terschiedliche Caveolin-Proteine oder auch der Einfluss von Clathrin nidher untersucht
werden.

xRor2(d)-YFP . xRor2-
P | -

xRor2(d)-YFP  xRor2-

55,0 sf“ -

00s

0 e R

Abbildung 4.30: Wnt5a-induzierter Internalisierungsprozess von xRor2-Clustern an der Zellmem-
bran in einem Xenopus-Explantat. Aufnahmen korrigiert fiir Photobleichen der Fluorophore und
Drift der Probe. Der Mafistabsbalken entspricht 2 um.
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4.3. Der interzellulare Transport von Wnt3a

In dieser Arbeit wurde der interzelluldre Transport von Wnt3a in HEK293T- und H1703-
Zellen ndher untersucht. Die folgenden Experimente basieren auf einer Kollaboration
mit Dr. Alena Ivanova (AG Boutros, DKFZ, Heidelberg) und wurden in enger Zu-
sammenarbeit mit B.Sc. Michael Dao (AG Nienhaus, APH, KIT) durchgefiihrt und
ausgewertet. Dr. Alena Ivanova fokussierte sich in ihren vorangehenden Experimenten
auf den Einfluss von Lin7A auf die Filopodienbildung in AGS-Zellen (Manuskript in
Arbeit). In den stabil Lin7A und Lifeact-iRFPEI iiberexprimierenden HEK293T- und
H1703-Zellen [204], die Dr. Alena Ivanova hergestellt hatte, schien Lin7A keine grofle
Auswirkung auf die Filopodienanzahl und -ldnge zu haben. Aus diesem Grund wird
im Folgenden nicht weiter auf Lin7A eingegangen. Die im Folgenden aufgefiihrten
Experimente basieren auf dem von Takada et al. [205] bereits veroffentlichten und
auf Funktionalitédt getesteten eGFP-mWnt3a-Konstrukt. Je nach Fragestellung wurden
diese Zelllinien zusatzlich mit Plasmiden weiterer Zielproteine transient transfiziert
(Probenvorbereitung in Kapitel [3.1.2). Die fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen
wurden wie in Kapitel 3.3| beschrieben mit einem Spinning-Disk-Konfokalmikroskop

aufgenommen.

4.3.1. mWnt3a im endoplasmatischen Retikulum

Die Uberexpression von eGFP-mWnt3a in HEK293T- und H1703-Zellen fiihrte zu ei-
ner Anhdufung von eGFP-mWnt3a im Zellinneren, in einem gitterartigen Zellkom-
partiment (Abbildung [4.31). Da diese Struktur stark der des ER &dhnelte, wurde zur
Uberpriifung dieser Vermutung in diesen Zelllinien zusatzlich zu eGFP-mWnt3a ein
ER-Markerprotein, Sec61p3-mCherry 2071, exprimiert | In der Tat stimmte die
Lokalisierung von eGFP-mWnt3a im Zellinneren von HEK293T- und H1703-Zellen
stark mit der von Sec613-mCherry {iiberein (Abbildung (a) und (b)). Der raum-
liche Uberlapp der Signale von eGFP-mWnt3a und Sec613-mCherry in Abbildung
(b) wurde zusétzlich durch einen moderat hohen Korrelationskoeffizienten nach
Pearsorﬁ von P = 0,7 bestatigt (Abbildung (c)). Dies bedeutete, dass bei Uberex-

4 Lifeact-iRFP diente aufgrund der Markierung von Aktinstrukturen hauptséchlich zur besseren

Visualisierung des Cytoskeletts der Zellen.
5 Sec61p-mCherry wurde freundlicherweise tiber Dr. Martin Stefl (AG Nienhaus, APH, KIT) von der

AG Hof (Abteilung fiir Biophysikalische Chemie, ]. Heyrovsky Institute of Physical Chemistry of the

ASCR, Prag) zur Verfiigung gestellt [206].
6 Der Pearson Korrelationskoeffizient P beschreibt den linearen Zusammenhang zwischen zwei Va-

riablen und kann zwischen -1 und 1 liegen: P =~ 0 kein Zusammenhang, P ~> 0 positive Korrelation,
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pression ein Grofsteil von eGFP-mWnt3a im Endoplasmatischen Retikulum der Zelle
akkumulierte. Das ist nicht allzu verwunderlich, da die Wnt-Synthese bzw. die Wnt-
Sekretionsmaschinerie in der Zelle sehr komplex ist. Fiir die Lipid-Modifizierung der
Wnt-Proteine wird z. B. ein Enzym namens Porcupine (PORCN) benétigt, das sich
typischerweise im ER der Zelle befindet [28, 29]. Fehlt dieses Enzym oder liegt dieses
Enzym in einer zu geringen Menge vor, so wirkt sich dies direkt auf die Wnt-Sekretion
aus und Wnt verbleibt im ER 209]]. Folglich ist auch die Wnt-Signalaktivitit in
diesen Zellen reduziert. Ahnliches gilt fiir das intrazelluldre Chaperon Wntless/Evi,
welches an Wnt bindet und fiir dessen Transport vom ER zum Golgi bendtigt wird

(311 210 211].
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Abbildung 4.31: Spinning-Disk-Konfokalmikroskopaufnahmen von HEK293T- und H1703-Zellen,
transient transfiziert mit eGFP-mWnt3a und Sec613-mCherry. (a) 3D-Aufnahme (Volume Viewer,
Fiji) einer HEK293T-Zelle. (b) Querschnitt durch eine H1703-Zelle und (c) das zugehérige Streu-
diagramm der Intensitdten im griinen und roten Farbkanal (Colocalization Threshold, Fiji) mit
Pearson-Korrelation. Das Hintergrundsignal aller Aufnahmen wurde via Frequenzfilter entfernt
(Python-Code, M.Sc. Manuel Hiipfel (AG Nienhaus, APH, KIT)). Der Mafsstabsbalken entspricht
10 pm.

P < 0 negative Korrelation.
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4.3.2. Der Einfluss von PORCN auf den Aufenthaltsort der
mWnt3a-Proteine in Zellen

Im Folgenden wurde die Auswirkung des PORCN-Inhibitors LGK974 auf den Auf-
enthaltsort der mWnt3a-Proteine ndher untersucht. Erwartet wurde, dass die gezielte
Inhibition von PORCN die korrekte Faltung der Wnt-Proteine im ER verhindert und
somit den Wnt-Sekretionsweg stort [212].

Hierfiir wurden H1703-Zellen transient mit eGFP-mWnt3a und MEM-mCherry trans-
fiziert und die Zellen am néchsten Tag, in einem Zeitraum von 26 h bis 32 h nach der
Zugabe von DMSO (Kontrolle) oder LGK974 mit dem Spinning-Disk-Konfokalmikros-
kop betrachtet. Auffallig war, dass sich eGFP-mWnt3a vor der Zugabe des Inhibitors
in kleinen Filopodien aufhielt und dort als diffuses Signal im griinen Kanal erkennbar
war (Abbildung . Dass es sich um Wnt-Proteine handeln musste, wurde durch
die Inkubation der Zellen mit LGK974 bestatigt. Die Zugabe von LGK974 reduzierte
das eGFP-Signal in diinnen Filopodien drastisch und bewirkte offensichtlich, dass eine
grofie Anzahl der Wnt-Proteine das ER nicht mehr verlassen konnten.

Um die Auswirkung des PORCN-Inhibitors zu quantifizieren, wurden drei unabhéngi-
ge Messreihen an unterschiedlichen Messtagen durchgefiihrt. Die transfizierten H1703-
Zellen wurden ca. 6 Stunden nach der Transfektion entweder mit 10 uM LGK974 oder
mit der gleichen Menge an Losungsmittel (DMSO) als Kontrolle inkubiert. Am Ver-
suchstag wurde das Fluoreszenzsignal dieser Zellen im griinen und roten Farbkanal
mit einem festgelegten Abrasterschema im Probengefafs detektiert. Alle Zellaufnahmen,
die bei diesem Abrasterschema erstellt wurden und ein Fluoreszenzsignal in beiden
Farbkanilen aufwiesen, wurden bei der Auswertung berticksichtigt. Als ndchstes wur-
den nur Zellen bertachtet, die im MEM-mCherry-Kanal mehrere diinne Filopodien
mit einer Filopodienldnge im Bereich mehrerer Mikrometer aufwiesen. Im Anschluss
wurden diese Zellaufnahmen drei Kategorien zugeordnet:

, Positiv”: eGFP-mWnt3a in diinnen Filopodien
,Negativ”: kein eGFP-mWnt3a in diinnen Filopodien

,Nicht eindeutig”: nicht eindeutig einzuordnen

Zellen aus der Kategorie ,Positiv” wiesen typischerweise Pearson-Koeffizienten von
P > 0.5 und Zellen aus der Kategorie ,Negativ” Pearson-Koeffizienten von P < 0.5 auf.
Es wurden insgesamt 147 Kontrollzellen und 140 Zellen nach LGK974-Inkubation in
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eGFP-mWnt3a DMSO MEM-

LGK_

Abbildung 4.32: Einfluss des PORCN-Inhibitors LGK974 auf den Aufenthaltsort von eGFP-mWnt3a
in H1703-Zellen. Spinning-Disk-Konfokalmikroskopaufnahmen von transient mit eGFP-mWnt3a
und MEM-mCherry transfiziertem H1703-Zellen 26 h bis 32h nach der Zugabe von DMSO (oben)
oder LGK974 (unten). Der Maf3stabsbalken entspricht 10 pm.
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die Statistik einbezogen. Die relative Haufigkeit von mWnt3a in diinnen Filopodien
in H1703-Zellen (Kategorie , Positiv”) ist in Abbildung dargestellt. Anhand der
Statistik ist bei den Zellen, die mit LGK974 inkubiert wurden, eine deutliche Reduzie-
rung von eGFP-mWnt3a in diinnen Filopodien zu erkennen. Bei diesen Experimenten
wurde somit bestétigt, dass PORCN eine wichtige Rolle in der Weiterverarbeitung von
eGFP-mWnt3a im ER spielt.

Hierbei ist anzumerken, dass sich die Zugabe von LGK974 erster Linie auf die Aufent-
haltswahrscheinlichkeit von eGFP-mWnt3a in diinnen Filopodien auswirkte. Vereinzelt
war eGFP-mWnt3a dennoch in tunnelartigen Zellfortsitzen zu sehen (Abbildung [4.32).
Diese hatten jedoch im Vergleich zu den diinnen Filopodien einen deutlich grofieren
Durchmesser und traten vermehrt interzelluldar auf. Die Art von Zellfortsdtzen schie-
nen eine Art Tunnelsystem zwischen zwei Zellen darzustellen, worauf im nachsten

Abschnitt ndher eingegangen wird.

mWhnt3a in diinnen Filopodien
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Abbildung 4.33: Relative Haufigkeit von mWnt3a in diinnen Filopodien in H1703-Zellen unter
Einfluss von LGK974 (Kategorie ,Positiv"’, DMSO: 149 Zellen, LGK: 140 Zellen).
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4.3.2.1. mWnt3a in Vesikeln in Tunnelnanordhren

In weiteren Experimenten wurden zur besseren Visualisierung der Zellmembran H1703-
und HEK293T-Zellen transient mit einem membranstidndigen Fusionskonstrukt (MEM-
mCherry [213]]) transfiziert. Die Koexpression dieses Fusionsproteins zusammen mit
eGFP-mWnt3a offenbarte einen weiteren Aufenthaltsort der Wnt-Proteine: Neben ihrer
Anhdufung im Endoplasmatischen Retikulum war Wnt auch deutlich in interzelluldren
Zellfortsdtzen zu erkennen (Abbildung (a) und (b)). Diese interzelluldren Verbin-
dungen, die womdoglich neben der Fortbewegung der Zellen auch bei der interzelluldren
Kommunikation eine wichtige Rolle spielen, werden ab sofort als Tunnelnanoréhren

214] bezeichnet.

4 cGFP-mWnt3a |(b) eGFP-mWnt3a
" MEM- MEM-

Lifeact-

Abbildung 4.34: Spinning-Disk-Konfokalmikroskopaufnahmen von transient mit eGFP-mWnt3a und
MEM-mCherry (und Lifeact-iRFP) transfizierten Zellen, die Ansammlungen von eGFP-mWnt3a in
Tunnelnanorshren zeigen: (a) H1703-Zellen und (b) HEK293T-Zellen. (c) Zeitrafferaufnahmen von (b)
zeigen den Transport von eGFP-mWnt3a in den Tunnelnanordhren. Zeitangabe in Minuten:Sekunden.
Der Mafistabsbalken entspricht 10 pum.
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Abbildung (c) zeigt beispielhaft eine Zeitrafferaufnahme von eGFP-mWnt3a-An-
sammlungen in einer Tunnelnanorohre, die sich {iber die Zeit entlang des Zellfortsatzes
bewegen. Es ist zu vermuten, dass es sich bei den oftmals punktférmigen Wnt3a-An-
sammlungen in den Tunnelnanoréhren um eGFP-mWnt3a-reiche Vesikel handelt.

4.3.3. VesikelgroBe und -geschwindigkeit von eGFP-Wnt3a-positiven
Vesikeln

4.3.3.1. GroBe der eGFP-Wnt3a-positiven Vesikel

Zur Bestimmung der Vesikelgrofie wurden die Intensitdtsverteilungen iiber die Mitte
der eGFP-mWnt3a-positiven Vesikel in H1703- und HEK293T-Zellen parallel und or-
thogonal zur Tunnelnanordhre gemessen. Die aus der Anpassung mittels Gaufskurve
bestimmten Halbwertsbreiten (,HWB") entsprechen jedoch nicht den tatsidchlichen
Vesikeldurchmessern. Die Intensitdtsverteilung eines fluoreszierenden Teilchens wird
durch die Konvolution mit der Punktspreizfunktion des Mikroskops verbreitert, was
in der Grofienbestimmung der Vesikel berticksichtigt werden muss. Daher wurden
als Referenz fiir die mit eGFP fluoreszenzmarkierten Vesikel im selben Farbkanal die
Intensitatsprofile von fluoreszierenden Perlen mit Durchmesser von 0,5 pm und 1pm
(TetraSpeck Microspheres, ThermoFisher Scientific, Waltham, MA) gemessen (Protokoll
im Anhang[A.2). Anhand der Referenzdaten wurde ein linearer Reskalierungsgraph
erstellt, der der bestimmten HWB des detektierten Fluoreszenzsignals einen Teilchen-
durchmesser zuordnet (Abbildung (a)). Der kleinste bestimmbare Durchmesser
lag bei 208 nm, was nach Rayleigh (Gleichung der theoretisch zu erwartenden
Auflosung des verwendeten Spinning-Disk-Konfokalmikroskops im griinen Farbkanal
entspricht. Durch den Vergleich der HWB der eGFP-Wnt3a-positiven Vesikel mit dem
Reskalierungsgraph wurde den Vesikeln schliefslich jeweils ein Durchmesser zugeteilt
(Abbildung (b)). Es wurden die Durchmesser von jeweils mindestens 49 Vesikeln
parallel und orthogonal zur Tunnelnanoréhre bestimmt. Die Unsicherheit der Vesikel-
durchmesser basierte auf der Variation der HWB der gemessenen Referenzproben im
Sichtbereich.

Beim Vergleich der Ergebnisse ist ein Trend zu erkennen: Der Median der Vesikeldurch-
messer parallel zur Tunnelnanoréhre lag deutlich oberhalb des Durchmessers ortho-
gonal zu dieser. Ursache dafiir war womdglich die Einengung der Vesikel entlang der
Tunnelnanorohre. H1703-Zellen sind generell grofier als HEK293T-Zellen und besitzen
deutlich dickere und ldngere Tunnelnanordhrensysteme, was sich in den Durchmesser
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der mWnt3a-positiven Vesikeln widerspiegelt (HEK293T-Zellen: d| = (0,63 +0,14) pm,
d; = (0,47 £0,07) pm; H1703-Zellen: d| = (1,6 +£0,5) um, d; = (0,9 +0,3) pm).

4.3.3.2. Geschwindigkeit der eGFP-Wnt3a-positiven Vesikel

In den Zeitrafferaufnahmen der eGFP-mWnt3a-Ansammlungen in HEK293T- und
H1703-Zellen konnten zudem gerichtete Bewegungen entlang der Tunnelnanoréhren
beobachtet werden. Hierzu wurden die Vesikelgeschwindigkeiten durch die Erstellung
und Auswertung eines Kymographs mit der Software Fiji [156] ermittelt.

Abbildung (a) zeigt beispielhafte Zeitrafferaufnahmen von eGFP-mWnt3a-An-
sammlungen in Tunnelnanoréhren zwischen transient mit eGFP-mWnt3a und MEM-
mCherry transfizierten H1703-Zellen. Zur Erstellung eines Kymographs wurde eine
Linie mit einer Breite von 11 Pixeln entlang der Tunnelnanordhre gezogen und der Mit-
telwert der Intensitdt in Abhéngigkeit von der Zeit dargestellt (Abbildung (b)). Da
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Abbildung 4.35: (a) Reskalierungsgraph zur Bestimmung des Vesikelgrofle, erstellt anhand der
Messdaten von fluoreszierenden Perlen von 0,5pum und 1pm Durchmesser und begrenzt durch
die nach Rayleigh (Gleichung theoretisch zu erwartende Auflosung des Mikroskops im griinen
Farbkanal bei 208 nm (schwarz gestrichelte Linie). Der HWB der Intensitatsverteilung eines fluo-
reszierenden Teilchens wird ein Teilchendurchmesser zugeordnet (rote Linie) mit einem Unsicher-
heitsbereich (rot gestrichelte Linie, StdAbw). (b) Bestimmte Durchmesser der eGFP-Wnt3a-positiven
Vesikel parallel und senkrecht zur Tunnelnanorshre (TNT) in H1703- und HEK293T-Zellen von min-
destens 49 Vesikeln pro Boxplot (Boxbereich: 25 % — 75 % Quartile, Whisker: StAbw, schwarze Linie:
Median, schwarzer Punkt: Mittelwert).
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Abbildung 4.36: (a) Beispielhafte Zeitrafferaufnahmen von eGFP-mWnt3a-Ansammlungen in
Tunnelnanordhren zwischen zwei H1703-Zellen (Dekonvoliert, Mafistabsbalken 10 um, Zeitanga-
be in Minuten) und (b) zugehoriger Kymograph des Vesikeltransports. (c) Vesikelgeschwindigkeiten
von 9 Vesikeln in H1703-Zellen. (d) Verteilung der Vesikelgeschwindigkeiten (Boxbereich: 25 % — 75 %
Quartile, Whisker: 1,5 x Interquartilabstand, schwarze Linie: Median, schwarzer Stern: Mittelwert).

sich nicht nur die Vesikel in den Filopodien, sondern auch die Filopodien an sich fortbe-
wegen, wurde ein Zeitintervall gewéhlt, in welchem die Filopodienbewegung minimal
war. Dieses wurde anschliefsend in drei Zeitbereiche eingeteilt, um der dennoch mini-
mal vorliegenden Filopodienbewegung bestmoglich folgen zu konnen und somit den
Einfluss auf die Geschwindigkeitsbestimmung der Vesikel zu minimieren. Aus dem
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4.3. Der interzelluliire Transport von Wnt3a

Kymograph war eine gerichtete Bewegung der Vesikel deutlich erkennbar. Fiir jedes
Vesikel konnte somit, unter Einbezug der Steigung der Linien aller Zeitabschnitte, die
mittlere Geschwindigkeit ermittelt werden. Als Gewichtungsfaktor diente die Anzahl
der Bilder im jeweiligen Zeitabschnitt. Fiir die Fehlerabschdtzung wurde angenommen,
dass zum einen die fiir den Kymograph gezogene Linie eventuell nicht perfekt auf
der Tunnelnanordhre lag. Hierfiir wurde zwischen X¢, und Xgem, €in maximaler Win-
kel von 20° angesetzt. Zum anderen wurde beriicksichtigt, dass in Fiji trotz korrekter
Langenangabe die Pixelzahl im Kymograph aufgerundet und daher, unter Umstédnden,
einen Pixel zu groff angegeben wurde. Da die Linien im Kymograph manuell gezogen
wurden, wurde dies ebenfalls als Fehlerquelle mit einbezogen mit einem Fehler von
+2 Pixel in x-Richtung. Die somit bestimmten Vesikelgeschwindigkeiten der Vesikel
aus Abbildung (a) sind in Abbildung (c) dargestellt. Der daraus resultierende
Median betrug (17,2 +1,0)nms~! (4 Halfte der Boxhohe, Abbildung (d)). Die
ermittelte Vesikelgeschwindigkeit fiel im Vergleich zu den in der Literatur berichteten
in vivo Geschwindigkeiten von beispielsweise Myosin V-abhdngigem Transport mit
1pms~! [215 216] relativ langsam aus. Ob Wnt via Myosin V oder anderen Myosin-
Varianten wie Myosin X transportiert wird, ist noch nicht gekldrt und kann anhand
dieser Ergebnisse nicht beurteilt werden. Anzumerken ist jedoch, dass der Fokus in
dieser Arbeit auf den Geschwindigkeiten von grofsen, deutlich sichtbaren Vesikeln
lag, die oftmals durch die relativ diinnen Tunnelnanoréhren eingeengt wurden, was
in Abbildung (a) gut zu erkennen ist. Dadurch wurde der Vesikeltransport vor
allem fiir grofie Vesikel in Relation zum Durchmesser der Tunnelnanoréhre womog-
lich abgebremst, woraus kleinere Vesikelgeschwindigkeiten resultierten. Eine direkte
Korrelation zwischen Vesikelgrofie und -geschwindigkeit konnte aufgrund mangeln-
der Statistik und der relativ groffen Unsicherheiten der wenigen Messergebnisse nicht
bestdtigt werden. Zur Bestimmung der Vesikelgeschwindigkeit wurden nur Vesikel
berticksichtigt, deren Tunnelnanorohre wahrend der Messung relativ stabil schien und
nicht wesentlich durch die Eigenbewegung der Zelle beeinflusst wurde. Viele Zeitraf-
feraufnahmen fielen aufgrund der Dynamik lebender Zellen aus dem Raster, was die
Anzahl an auswertbaren Zeitrafferaufnahmen reduzierte. Zur Untersuchung der Kor-
relation zwischen Vesikeldurchmesser und -geschwindigkeit sollte in Zukunft eine
grofsere Messreihe durchgefiihrt werden.
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4.3.3.3. Aktiver Transport und Ubergabe der mWnt3a-Vesikel auf benachbarte
Zellen

Wesslowski et al. [217] stellten wie Takada et al. [205] ein eGFP-mWnt3a-Konstrukt her,
bei welchem jedoch im Vergleich zu dem Konstrukt von Takada et al. der FLAG-Tag
fehlt, welcher z. B. zur Proteinaufreinigung verwendet werden kann. Das von tiberex-
primierenden HEK293F-Zellen gewonnene konditionierte Medium wurde von der AG
Davidson (IBCS, KIT) fiir Zellexperimente zur Verfiigung gestellt.

Das in dem Medium enthaltene, aktive eGFP-mWnt3a lagerte sich nach der Zuga-
be zu LRP6-mCherry exprimierende H1703-Zellen an die Zellmembran an, wie die
fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen in Abbildung (a) zeigen. Bereits 10 min
nach Zugabe des konditionierten Mediums konnte eine deutliche Bindung von eGFP-
mWnt3a an die Zellmembran beobachtet werden. Die Bindung war jedoch nicht ein-
deutig mit der Uberexpression von LRP6 korreliert, da auch untransfizierte Zellen
diese Bindung aufwiesen, worauf im Weiteren jedoch nicht nédher eingegangen wur-
de. Anzumerken ist, dass die Anlagerungen von eGFP-mWnt3a meist nicht homogen
iiber die Membran verteilt war, sondern nur in einem Teilbereich der Zellmembran,
bevorzugt an Membranregionen mit groffen Einbuchtungen.

Wird eGFP-mWnt3a nun nicht extern hinzugegeben, sondern von H1703-Zellen zusam-
men mit MEM-mCherry exprimiert, so konnte eine weitere interzelluldre Transport-
moglichkeit beobachtet werden. Die Filopodien der eGFP-mWnt3a iiberexprimierende
Zelle standen im Kontakt mit einer nicht eGFP-mWnt3a exprimierenden Zielzelle.
An der Kontaktregion auf der Membran der Zielzelle lagerte sich eGFP-mWnt3a an
(Abbildung (b)). Abbildung (c) zeigt hingegen den Transportprozess von
eGFP-mWnt3a-Vesikeln in einer Tunnelnanoréhre, ausgehend von einer mWnt3a-eGFP
exprimierenden Zelle zu einer nicht exprimierenden H1703-Zielzelle. Folglich stamm-
ten die transportierten eGFP-mWnt3a-Vesikel nicht von der Zielzelle selbst, sondern
wurden durch aktiven Transport in Tunnelnanordhren zur Zielzelle gebracht. Schliefs-
lich wurden die eGFP-mWnt3a-Vesikel an der Kontaktregion von der Membran der
Zielzelle aufgenommen.

4.3.4. Einzelmolekiil-Lokalisation von mWnt3a-Proteinen

Anhand von Spinning-Disk-Konfokalmikroskopaufnahmen konnte der interzelluldre
Transport von eGFP-mWnt3a-Vesikels in Tunnelnanorshren nachgewiesen werden. Na-
here Informationen wie z. B. die Anzahl der Wnt-Molekiile pro Vesikel konnten aus
diesen Daten jedoch nicht gewonnen werden.
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( a) ESEE—mWntSa CM (b) K}/IGE II:\AP—mWntSa.
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Abbildung 4.37: (a) Anlagerungen von eGFP-mWnt3a an spezifische Membranregionen von
LRP6-mCherry stabil exprimierenden H1703-Zellen 10min nach Zugabe von eGFP-mWnt3a-
konditioniertem Medium (KM). Die stabile Zelllinie wurde von der AG Davidson (IBCS, KIT) zur
Verftigung gestellt. (b), (c) eGFP-mWn3a Vesikel werden von einer eGFP-mWnt3a exprimierenden
zu einer nicht exprimierenden Zielzelle transportiert und lagern sich an der Kontaktregion an. (c)
In den Zeitrafferaufnahmen ist der zur Zielzelle gerichtete Transport von eGFP-mWn3a Vesikeln
entlang einer Tunnelnanorshre erkennbar. Die Membran von H1703-Zellen wurde in (b) und (c)
durch die Koexpression von CD63- oder MEM-mCherry markiert. Der Mafistabsbalken entspricht
10 pm.

Fir das Zahlen einzelner Wnt-Molekiile miissen Techniken wie die Einzelmolekiil-
Lokalisationsmikroskopie (Kapitel herangezogen werden. Die zu untersuchenden
mWnt3a-Proteine wurden fiir diesen Zweck mit mEosFPthermo fluoreszenzmarkiert, in-
dem im eGFP-mWnt3a-Plasmid der fluoreszierende Marker eGFP durch mEosFPthermo
ersetzt wurde. Zur Markierung der Zellmembran kam wieder ein Fusionskonstrukt
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mit MEM zum Einsatz, diesmal jedoch mit mGarnet2 als fluoreszierendes Protein. Fiir
die fluoreszenzmikroskopischen Experimente wurden H1703-Zellen mit beiden Plas-
miden transient transfiziert und vor dem Experiment mit 4 % PFA fixiert. Durch die
Fixierung der Zellen wurde die aktive Bewegung der Zellen minimiert, wodurch kei-
ne Driftkorrektur vonnéten war. Zudem wurde der aktive Transport der Vesikel in
den Tunnelnanorohren verhindert, wodurch Vesikelstrukturen iiber den Aufnahme-
zeitraum mehrerer Minuten deutlicher sichtbar waren. Dieser konnte, im Vergleich zu
den Aufnahmen am Spinning-Disk-Konfokalmikroskop an lebenden Zellen, in diesen
fixierten Zellen nicht mehr beobachtet werden. Die im Folgenden gezeigten Aufnah-
men wurden mit einem Einzelmolekiillokalisationsmikroskop analog zu Kapitel
mit einer Belichtungszeit von 100ms pro Bild und im Zeitrahmen einiger Minuten
aufgenommen.

Abbildung zeigt die mit Hilfe der Software a-livePALM ermittelten Lokali-
sationen der Wnt-Proteine in mEosFPthermo-mWnt3a exprimierenden H1703-Zellen.
Wnt-reiche Filopodien befanden sich nicht nur auf, sondern auch bis zu 1 pm ober-
halb der Probengefidfioberflache. Je nach Entfernung der Filopodien zur Oberfliche
wurde durch Drehung des TIRF-Spiegels entweder im TIRF-Modus (Abbildung
(a), Eindringtiefe des evaneszenten Felds ~ 150 —250 nm [61]]) oder im HILO-Modus
(Abbildung (b), Eindringtiefe des Anregungslichts > 250 nm) gearbeitet. Die An-
zahl der detektierten mEosFPthermo-mWnt3a-Proteine in den diinnen Filopodien bzw.
Tunnelnanordhren und in den gefundenen Vesikeln in Abbildung ist in Tabelle
aufgelistet. Hierbei ist anzumerken, dass im Allgemeinen nicht alle mEosFPthermo-
Fluorophore erfolgreich maturiert und im photokonvertierbaren Zustand vorliegen.
Daher wird die tatsdchliche Anzahl von mEosFPthermo-mWnt3a hochstwahrscheinlich
erheblich unterschétzt. In der Literatur wurden bisher fiir die Einzelmolekiillokalisa-
tionsmikroskopietechnik PALM nur die Effizienzen des Photoaktivierungsprozesses
fiir die mEos-Varianten mEos2 und mEos3.2 publiziert. Diese reichen von etwa 61 % =+
2 fiir mEos2 bis hin zu 41% =+ 4% fiir mEos3.2 [218]. Da die Effizienz des Photoakti-
vierungsprozesses explizit fiir mEosFPthermo in diesem Kontext noch nicht bestimmt
wurde, kann an dieser Stelle die zu erwartende Effizienz nur grob abgeschitzt wer-
den. mEosFPthermo stimmt in seiner Sequenz zwar mit mEos2 in mehr Aminosduren
iiberein als mit mEo0s3.2, die Auswirkungen der unterschiedlichen Aminosduren sind
jedoch nicht im Detail bekannt. Daher kann fiir die Effizienz nur ein grober Richtwert
von etwa 50% angenommen werden. Im Gegensatz zu den zuvor gezeigten Spinning-
Disk-Konfokalmikroskopaufnahmen von mit eGFP-mWnt3a transient transfizierten
H1703-Zellen waren in den Einzelmolekiil-Aufnahmen von mEosFPthermo-mWnt3a
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- MEM-
mEosFP-mWnt3a

Abbildung 4.38: Lokalisierung von mEosFPthermo-mWnt3a in mit mEosFPthermo-mWnt3a und
MEM-mGarnet2 transient transfizierten und mit 4 %PFA fixierten H1703-Zellen. (a) mEosFPthermo-
mWnit3a befindet sich vermehrt in diinnen Filopodien auf der Glasoberfliache und in Vesikelausbuch-
tungen sowie in (b) ausgeschiitteten Vesikeln (,,F“: Filopodium, ,V*: Vesikel). Der Mafistabsbalken
entspricht 5 um.

klare Vesikelstrukturen seltener anzutreffen. Dies konnte zum einen daran liegen, dass
die Zellen zusitzlich fixiert und die Filopodien bzw. Tunnelnanoréhren dadurch nega-
tiv beeinflusst wurden. Zum anderen befanden sich die Tunnelnanoréhren mit deutlich
sichtbaren eGFP-mWnt3a-Vesikel selten in unmittelbarer Ndhe der 8-Kammerdeckglas-
oberfldche. Sie waren am haufigsten im Bereich von etwa einem Mikrometer oberhalb
der Glasoberfliche anzutreffen. In der Ndhe der Glasoberflache schien eGFP-mWnt3a
hingegen eher homogen verteilt in Filopodien vorzuliegen. Mittels PALM konnte dies
bestitigt werden (Abbildung (a)). mEosFPthermo-mWnt3a war stark in diinnen
Filopodien présent, die den Zellen zur Adhésion an der Probenkammeroberfliche
dienten. Zudem war mEosFPthermo-mWnt3a in kleinen Vesikeln in Zellndhe und an
Filopodien zu erkennen. Auch im Zellinneren konnte mEosFPthermo-mWnt3a nach-
gewiesen werden, was durch die zuvor gezeigte Lokalisierung im ER durchaus zu
erwarten war. Im HILO-Modus war teilweise eine Kolokalisierung von mEosFPthermo-
mWn3a in MEM-mGarnet2-Vesikeln zu sehen. Die Menge an detektierten mWnt3a-
Molekiilen fiel jedoch im Allgemeinen geringer aus als von den Spinning-Disk-Kon-
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fokalmikroskopaufnahmen von eGFP-mWnt3a erwartet wurde. Nur wenige Zellen
wiesen gute Expressionslevel fiir beide Fusionsproteine auf. Die Suche nach geeigneten
Zellen fiir SMLM-Experimente war zudem im Vergleich zu den Experimenten mittels
Spinning-Disk-Konfokalmikroskopie deutlich zeitintensiver. Dies lag vor allem dar-
an, dass der Beobachtungsbereich beim Einzelmolekiillokalisationsmikroskop kleiner
ausfiel und die Vesikel im Ubergangs- und Epifluoreszenzmodus im Vergleich zum
Konfokalmodus des Spinning-Disk-Konfokalmikroskops schwieriger zu erkennen wa-
ren. Die SMLM-Experimente zur Lokalisierung von mWnt3a in H1703-Zellen wurde
zwar bereits an vielen Messtagen durchgefiihrt, die Probenpréparation und die Fixie-
rung sollten jedoch in Zukunft fiir weitere Messungen optimiert werden. Dadurch
konnte eine grofiere Statistik an auswertbaren Zellmessungen generiert und dabei die
Lokalisierung von mEosFPthermo-mWnt3a detaillierter untersucht werden.

Tabelle 4.11.: Anzahl der detektierten Molekiile pro Filopodium bzw. Vesikel mit Langen- und
Querschnittsflichenangabe. Der Fehler auf die Filopodienlinge wurde auf 1% und auf die 2D-
Vesikelflache auf 20 % abgeschitzt.

Filopodium  Anzahl der Molekiile Linge (um)
F1 506 10,21 4 0,10
F2 162 4,87 4 0,05
F3 151 6,77 + 0,07
F4 306 10,32 + 0,10
F5 124 3,55 =+ 0,04

Vesikel Anzahl der Molekiile Querschnittsfliche (um?)

V1 33 0,029 £ 0,006
V2 52 0,029 £ 0,006
V3 24 0,119 £ 0,02
V4 4 0,168 £ 0,03
V5 3 0,141 £ 0,03
Vo6 4 0,77 £0,15
V7 2 0,64 £0,13
V8 8 22+04
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Im Rahmen dieser Dissertation wurden Protein-Protein-Interaktionen, die Diffusions-
eigenschaften und Expressionslevel von fluoreszenzmarkierten Proteinen im Wnt-
Signalwegs mittels fluoreszenzmikroskopischer Techniken untersucht.

Im kanonischen Wnt-Signalweg spielt das Level an (3-Catenin eine zentrale Rolle. Bei
aktivem Wnt-Signalweg erhoht sich die Menge an [-Catenin im Cytosol und Nu-
kleus der Zellen, da die im Abbau von B-Catenin beteiligten Proteine nun in die
Formation von Wnt-Signalosomen involviert sind. In vielen Darmkrebszellen liegt
B-Catenin mutiert vor, beispielsweise besitzen HCT116-Darmkrebszellen ein Wildtyp-
Allel (3-Catenin(WT)) und ein mutiertes Allel von 3-Catenin (3-Catenin(A45)), bei der
die Aminosdure Serin an der Sequenzstelle 45 fehlt (ASer45). Bei dieser Aminosdure
handelt es sich um eine von diversen Phosphorylierungsstellen, die fiir den Abbau von
B-Catenin fiir die Kinasen CK1 und GSK3 relevant sind.

Im Rahmen dieser Dissertation wurde anhand von CRISPR/Cas9-geneditierte HCT116-
Zellen mittels konventioneller FCS die Auswirkung der allelspezifischen Mutation
SerA45 auf die Konzentration und den Diffusionskoeffizienten sowie auf die Kom-
plexbildung von {-Catenin im Cytosol und Nukleus ndher untersucht. Die mutierte
Variante von 3-Catenin (Allel 1: B-Catenin(A45)-mCherry) lag im Vergleich zur Wildtyp-
Variante (Allel 2: -Catenin(WT)-mClover) nicht nur in hoheren Konzentrationen, son-
dern auch in grofieren Komplexen vor, bei denen es sich vermutlich um den -Catenin-
Zerstorungskomplex handelt. Die Stabilisierung von Axin hatte keinen merklichen
Einfluss auf beide $-Catenin-Versionen. Dem entgegengesetzt wirkte sich die Inhibiti-
on von GSK3 auf die Wildtyp-Version von 3-Catenin dhnlich aus wie die Mutation der
Phosphorylierungsstelle Ser45. Der Funktionsverlust des Strukturproteins APC fiihrte
dazu, dass beide 3-Catenin-Varianten in groflen Komplexen vorlagen, vergleichbar mit
dem Fall der Mutation SerA45.

Fiir die Entschliisselung der Mechanismen des Wnt-Signalwegs ist neben dem Ab-

bau und der Stabilisierung von {3-Catenin auch die spezifische Wechselwirkung von
Rezeptor- und Ligandenproteinen an der Membran lebender Zellen von zentralem In-
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teresse. Wahrend dieser Arbeit wurden konditionierte Medien hergestellt und die Kon-
zentrationen der darin enthaltenen fluoreszenzmarkierten Liganden via FCS und Fluo-
rometermessungen sorgfaltig bestimmt. Mittels Einzelpartikelverfolgung wurde durch
die Diffusionskoeffizientenverschiebung des Membranrezeptors LRP6-mEosFPthermo
nach Zugabe von DKK1-Antikorper-Komplexen die Bindung von DKK1 an LRP6 be-
statigt. Danach folgte die Ermittlung der Bindungsstarke von DKK1 an seinen Re-
zeptor LRP6 anhand von zeitintensiven Bindungskinetikexperimenten. Diese wurde
dann mit der Bindungsstdarke von DKK1 an xKremen2 in Ab- und Anwesenheit von
LRP6 verglichen. Im Anschluss wurden die Bindungsstiarken in Abhdngigkeit von
der LRP6-Rezeptordichte durch axiale Linienraster-FCS-Experimente quantitativ be-
stimmt. Die LRP6-Rezeptordichte wurde von etwa 1000 um ™~ (transient transfizierte
HEK293T-Zellen) bis hin zu etwa 20 pm 2 (physiologisches Expressionslevel, CRISPIR-
Cas9-geneditierte H1703-Zellen) variiert. Besonders bei niedrigen Expressionsleveln
stellten die Bindungskinetikexperimente eine grofie Herausforderung dar. Das Signal-
Rausch-Verhiltnis fillt im Vergleich zu tiberexprimierenden Zellen durch die Autofluo-
reszenz der Probe weitaus kleiner aus, wodurch die Ergebnisse allgemein fehleranfillig
sind. Die axiale Linienraster-FCS bot hierfiir einen eleganteren Losungsweg. Mit ihr
wurde ein Zusammenhang zwischen dem LRP6-Expressionslevel und der Bindungs-
affinitdt festgestellt: die Bindungsaffinitit stieg mit abnehmender Rezeptordichte an.
Der Wechsel des Fluorophors fiir LRP6 zeigte hierbei keine Auswirkung. Der Wechsel
des Liganden fiir LRP6 von DKK1 auf DKK2 zeigte eine geringere Bindungsaffinitat
zwischen Rezeptor und Ligand. Die Koexpression von LRP6 und xKremen2 erhohte
die Bindungsaffinitat von DKK1 zu xKremen2 im Vergleich zu Experimenten, bei de-
nen lediglich xKremen2 von Zellen iiberexprimiert wurde. Schliefslich wurde gezeigt,
dass LRP6 und xKremen?2 bereits ohne die Einwirkung von DKK1 an der Zellmembran

Heterodimere formen.

Die meist durch Wnt stimulierte Internalisierung von Komplexen aus Rezeptorprote-
inen ist ein wichtiger Prozess in der Wnt-Signalkaskade. In dieser Arbeit wurde die
Clusterbildung und Internalisierung des Rezeptorproteins xRor2 durch die Zugabe
seines Liganden Wntba in Xenopus laevis Explantaten durch Weitfeldmikroskopie in
einer Zeitrafferaufnahme aufgezeichnet. Die Clusterbildung und darauffolgende Inter-
nalisierung erfolgte im Bereich weniger Minuten.

Ebenfalls von Interesse ist der interzelluldre Transport von Wnt-Proteinen in sogenann-
ten Tunnelnanorohren, welcher im Detail fiir mWnt3a in HEK293T- bzw. H1703-Zellen
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auf einem Spinning-Disk-Konfokalmikroskop studiert wurde. Die Geschwindigkeiten
von eGFP-mWnt3a-Vesikeln wurden in H1703-Zellen durch Kymographanalyse ermit-
telt. Fiir die mWnt3a-positiven Vesikel, die in den Zeitrafferaufnahmen in Tunnelnano-
rohren transportiert wurden, wurde zudem der Durchmesser parallel und orthogonal
zur Tunnelnanordhre bestimmt. Allgemein fiel der Vesikeldurchmesser parallel zum
Filopodium grofier aus, wobei H1703-Zellen aufgrund ihrer tendenziell dickeren Tun-
nelnanorohren im Schnitt groiere Vesikel aufwiesen als HEK293T-Zellen.

Mit Hilfe der Einzelmolekiil-Lokalisationsmikroskopietechnik PALM wurde die An-
zahl der mEosFPthermo-mWnt3a-Proteine auf Filopodien bzw. auf Vesikeln bestimmt.
Da der interzelluldre Transport von mWnt3a jedoch meist einige hundert Nanometer
oberhalb der Probengefédfioberfldche in einem Netzwerk aus Tunnelnanorshren statt-
findet, wire es sicherlich interessant, diesen Transport zukiinftig mit einem Lichtschei-
benmikroskop in Kombination mit photokonvertierbaren Proteinen wie mEosFPthermo
in 3D ndher zu untersuchen. Zudem haben Experimente gezeigt [219], dass Wnt auf
Vesikeln die Invasivitdt von Krebszellen steigert. Welche Vesikelgrofse hierbei die trei-
bende Rolle spielt und wie viele Wnt-Proteine pro Vesikel vonnéten sind, um diesen
Effekt zu erzielen sollte in kiinftigen FCS- und SMLM-Experimenten ndher untersucht
werden.

Zusammenfassend wurden im Rahmen dieser Arbeit einige fiir den Wnt-Signalweg
relevante Protein-Protein-Interaktionen u. a. durch die Bestimmung der Expressionsle-
vel, Diffusionskoeffizienten und Bindungsaffinititen quantifiziert. In diesem Kontext
wurde axiale Linienraster-FCS erstmals an lebenden Zellen angewandt. Aufgrund der
Vielzahl von Proteinen, die in den Wnt-Signalweg involviert sind, verbleiben zahlreiche
Protein-Protein-Interaktionen noch unerforscht. Es ist eine enorme Herausforderung,
die Komplexitat dieses Signalwegs zu entschliisseln und zu verstehen. Weltweit haben
sich wissenschaftliche Arbeitsgruppen bereits zusammengeschlossen, um diese Aufga-
be gemeinsam zu losen. Mit dieser Forschung wird schliefSlich der Weg fiir die gezielte
Entwicklung von Medikamenten oder Therapieansatzen fiir Krankheiten gelegt, welche
auf der Fehlregulierung von Proteinen im Wnt-Signalweg beruhen.
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A. Anhang

A.1. Vorgehensweise in der Zellkultur und
Probenvorbereitung

A.1.1. Zellkulturmedien

Da jede Zelllinie ein etwas anderes Kulturmedium benétigt, kamen in dieser Arbeit
diverse Medien zum Einsatz:

COS-7 | DMEM (ohne Phenolrot) + 10 % FBS
HEK293T | DMEM (ohne Phenolrot) + 10 % FBS
HCT116 | Mc Coy’s 5A (mit Phenolrot) + 10 % FBS (Zellkultur)

Mc Coy’s 5A (ohne Phenolrot) + 10 % FBS (Mikroskopie)

NCI-H1703 | RPMI (ohne Phenolrot) + 10 % FBS FBS + 1 % Natriumpyruvat

A.1.2. Protokoll: Fibronektinbeschichtung der ProbengefaBe

¢ Vorlegen von 40l der Fibronektinlosung in ein Reaktionsgefafs (mind. 2 ml Ka-
pazitat)

e Auffiillen auf 1,6 ml PBS
* Mischen der Losung durch sanftes Hoch- und Runterpipettieren

¢ Verteilung der Losung auf alle Kammern (200 ul pro Kammer)
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A.1.3. Protokoll: Passagieren der Zellen
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e Vorwirmen im Wasserbad bei 37 °C

- Trypsin
- PBS

— Zellkulturmedium
Uberpriifung der Zellgesundheit und Konfluenz am Lichtmikroskop
Waschen der Zellen mit 3 ml vorgewdarmtem PBS, 2x
Absaugen des PBS bis auf einen kleinen PBS-Film
Zugabe von 300 pl Trypsin und Inkubation fiir etwa 1-5 min

Leichtes Schwenken bis hin zu Klopfen des Zellkulturgefafies auf den Zellkultur-

tisch, um die Zellen zu vereinzeln
Uberpriifung der erfolgreichen Vereinzelung am Lichtmikroskop

Zugabe von 3 ml vorgewdarmten Zellmedium und Resuspendierung der Zell-Tryp-

sinlosung

Beschriftung eines neuen T12.5 Baby-Zellkulturgeféfies (Zelllinie, Passagennum-

mer, Datum)

Kennzeichnung des Backup-Zellkulturgefafies (aktuelles Zellkulturgefafs mit Zell-
Trypsinlosung)

Transfer von 150 pl Zell-Trypsinldsung (kann je nach Zelllinie und Konfluenz
variieren) in das Baby-Zellkulturgefdfs und Auffiillen mit Zellkulturmedium auf

etwa 4-5ml

Transfer von 15-100 ul Zell-Trypsinlésung (kann je nach Zelllinie und Konflu-
enz variieren) in je eine Kammer eines 8-Kammerdeckglases und Auffiillen mit

Zellkulturmedium auf etwa 300 ul

Das Zell-Zellmediumgemisch direkt mehrmals hoch- und runterpipettieren, um
die Zellen homogen in der Kammer zu verteilen (in allen vier Kammerecken,

keine Blasen erzeugen!)



A.1. Vorgehensweise in der Zellkultur und Probenvorbereitung

Uberpriifung der gewiinschten Konfluenz im Baby-Zellkulturgefd am Lichtmi-
kroskop

Zell-Trypsinlosung im Backup-Zellkulturgefafs nach Belieben absaugen und das
Zellkulturgefafs mit Zellkulturmedium auf etwa 4-5ml auffiillen

Schwenken des Zellkulturgefafies zur Verteilung der Zellen

Zurtickstellen der Zellgefédfie in den Inkubator

A.1.4. Protokoll: Auftauen der Zellen

* Analog zu Protokoll

— Zellkulturmedium vorwdrmen
— Baby-Zellkulturgefafd beschriften
- Baby-Zellkulturgefafs mit warmen Zellkulturmedium befiillen

— Zusitzlich ein 50 ml Zentrifugenrohrchen mit etwa 5-10ml vorgewarmten
Zellkulturmedium befiillen

¢ Kryogefdafs mit Zellen schnellstmoglich im Wasserbad aufwéarmen (DMSO ist
schadlich fiir Zellen bei Raumtemperatur!)

* Regelmifiges, sanftes Schwenken des Kryogeféfies, bis nur noch ein kleiner Eis-
rest im Innern zu sehen ist

* Grofiztigiges Einspriihen des Kryogefafies mit 70% EtOH (Einwirkungszeit be-
achten!)

¢ Transfer der Zelllosung in das vorbereitete 50 ml Zentrifugenrohrchen und Mi-
schen der Zellen durch sanftes Hoch- und Runterpipettieren

¢ Zentrifugenrohrchen zentrifugieren bei etwa 400 g fiir 5 min
* Uberstand vorsichtig absaugen
¢ Zellen resuspendieren mit etwa 4-5ml vorgewdarmten Zellkulturmedium

¢ Transfer der Zelllosung in das Baby-Zellkulturgefafs
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A.1.5. Protokoll: Kryokonservierung der Zellen

Zur Kryokonservierung von Zellen sollte am besten eine grofse Menge an Zellen zum

Einfrieren zur Verfiigung stehen. Am besten werden hierfiir Zellen in einem grofle-

ren Zellkulturgefafs (z. B. T25) kultiviert bis eine hohe Konfluenz erreicht wird. Die
Mengenangaben im Protokoll miissen dementsprechend hochskaliert werden.
Fiir ein komplett auf der Oberfldche bewachsenes T25-Zellkulturgefafd kann wie folgt

weitergearbeitet werden:
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Beschriftung von 1,5-2ml Kryogefafien (Zelllinie, Passagennummer, Datum)

Vorbereitung des Kryomediums in einem 15 ml Zentrifugenrohrchen
- 8,89 ml Zellkulturmedium (10% FBS)
- 1,11 ml FBS (Endkonzentration 20%)
- 0,75ml DMSO (Endkonzentration 5-10%)

Kaltstellen des Kryomediums auf Eis

Protokoll befolgen bis einschliefslich zur Resuspendierung der Zell-Trypsin-

16sung

Zell-Trypsinlosung auf zwei 50 ml Zentrifugenrohrchen gleichméaflig aufteilen
Zentrifugenrohrchen zentrifugieren bei etwa 400 g fiir 5min

Uberstand vorsichtig absaugen

Zellen in den zwei Zentrifugenrdhrchen mit jeweils 5ml Kryomedium resuspen-

dieren (mehrmals hoch- und runterpipettieren)

Zell-Kryomediumgemisch gleichméfig auf die vorbereiteten Kryogefiafie verteilen

und diese direkt auf Eis stellen
Kryogeféfse tiber Nacht in einer speziellen Kryobox fiir Zellen bei —80 °C lagern

Transfer der Kryogefife in fliissigen Stickstoff fiir eine Langzeitlagerung
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A.1.6. Protokoll: Transfektion der Zellen mit Xfect

Als Transfektionsreagenz wurden zu Beginn Lipofectamine 3000 (ThermoFisher Scien-
tific, Waltham, MA) und ScreenFect A (ScreenFect GmbH, Eggenstein-Leopoldshafen)
getestet, die jedoch zum Teil erhebliche Transfektionsartefakte aufwiesen und oftmals
einen schlechten, gesundheitlichen Zustand der Zellen zur Folge hatten. Mit Xfect
konnten schliefllich die besten Transfektionsergebnisse erzielt werden.

¢ Analog zu Protokoll

— Vorbereitung eines 8-Kammerdeckglases mit Zellen

— Warten bis die Zellen grofitenteils adhariert sind (1-24 h. Die Adhdsion muss
fiir die Transfektion noch nicht zwingend komplett abgeschlossen sein.)

¢ Gewtinschtes Plasmid mit dem Reaktionspuffer verdiinnen und fiir 5s vortexen
¢ Xfect-Polymer fiir 10-30's stark vortexen

¢ Xfect-Polymer zum Plasmid-Reaktionspuffergemisch hinzugeben und fiir 10s
vortexen

¢ Inkubation fiir 10 min bei Raumtemperatur
* Zugabe des Gemisches zu den Zellen
¢ Austausch des Zellmediums 4h — 6 h nach der Transfektion verbessert die Zell-

gesundheit beim nachfolgenden Experiment (1-2 Tage danach) erheblich

A.1.7. Protokoll: Herstellung von konditionierten Medien

Im Folgenden wird beispielhaft die Herstellung von DKK1-eGFP-konditioniertem Me-
dium in adhdrenten Zellen aufgezeigt:

¢ T12.5 Zellkulturgefafs mit HEK293T-Zellen bei etwa 70% Konfluenz
¢ Transfektion analog zum Transfektionsprotokoll mit XFect

¢ 3ng DKK1-eGFP-Plasmid fiir einen T12.5 Zellkulturgefafs

* Ernte des Mediums am 3. oder 4. Tag nach der Transfektion

Je langer mit der Ernte gewartet wird, desto weniger Nahrstoffe enthdlt das konditio-
nierte Medium. Dies konnte sich negativ auf die Zellen auswirken, die in spiteren
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Versuchen damit inkubiert werden. Konditionierte Medien sollten nach Herstellung

schnellstmoglich verwendet und aufgrund der enthaltenen Fluorophore lichtgeschiitzt

bei 4 °C gelagert werden.

A.2. Protokoll: Probenvorbereitung von fluoreszierenden
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Perlen

Als Probengefafs wird ein 8-Kammerdeckglas (Nunc Lab-Tek, VWR) verwendet.

Zur besseren Haftung der Probe wird Poly-L-Lysin (PLL, Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO, USA) mit einer Konzentration von 1 mgul~! in eine Kammer des 8-Kammer-

deckglases gegeben.

Nach Inkubation fiir 30 min wird die PLL-Losung abgesaugt und mit PBS abge-
spiilt.

Im Anschluss werden fluoreszierende Perlen mit Durchmesser von 0,5 um und
1um (TetraSpeck Microspheres, ThermoFisher Scientific, Waltham, MA) mit PBS
zu der gewiinschten Dichte verdiinnt (1:1000 bis 1:10000), in die Kammer gegeben
und fiir 30 min inkubiert.

Danach wird die Losung abgesaugt, die Kammer erneut mit PBS abgespiilt und
anschlieffend mit PBS aufgefiillt.

Die Probenkammer wird nach der Messung fiir weitere Messungen in den néch-
sten Tagen bei 4 °C gelagert.
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A.3. Positionierung des Fokusvolumens fur FCS-Messungen
im Cytosol oder Nukleus von lebenden Zellen

Vor den FCS-Messungen im Cytosol und im Nukleus ist es entscheidend, zu wissen,
wo genau sich der Nukleus der Zelle befindet, um das Beobachtungsvolumen opti-
mal zu positionieren. Besonders bei HCT116-Zellen, die im Vergleich zu COS7- und
H1703-Zellen eine deutlich geringere Kontaktfliche mit dem Probengefafs und damit
auch in ihrer Grofle kleiner ausfallen, sind die Zellumrisse auf dem Kamerabild nur
schwer zu erkennen. Zudem zeigten Aufnahmen am Spinning-Disk-Konfokalmikros-
kop (Abbildung [4.2), dass der Nukleus in den geneditierten HCT116-Zellen visuell
kaum vom Cytosolbereich abzugrenzen ist. Die Signalintensitdt war in beiden Farb-
kandlen bis auf einige helle Aggregate nahezu homogen im Zellinneren verteilt. Um
die Photobleichung der Fluorophore mdoglichst zu vermeiden, galt es, die Zellen vor
den FCS-Messungen so wenig wie moglich mit den Lasern zu belichten. Dies erschwer-
te die Positionierung des Laserfokus bei FCS-Experimenten mit HCT116-Zellen und
erforderte etwas Geschick und Erfahrung mit dieser Zelllinie. So wurde ein Messablauf
entwickelt, mit dem vor der Messung die korrekte Positionierung des Laserfokus iiber-
prift werden konnte (Abbildung[AT). Die fluoreszenzmarkierten Proteine diffundieren
wéhrend einer FCS-Messung im Cytosol weiterhin durch das Zellinnere. Die Mem-
bran des Nukleus stellt jedoch eine Barriere fiir makroskopische Proteine > 40 kDa dar
und kann nicht ohne Weiteres passiert werden [220]. Dadurch wurde bei erfolgreicher
Position des Laserfokus die Signalintensitdt im Cytosol gegentiber der Intensitidt im
Nukleus im Verlauf einer Messung deutlich erniedrigt. Im Anschluss wurde der Laser-
fokus wieder ziigig im Nukleusbereich positioniert, um die Bleichung der Fluorophore
gering zu halten. Dabei wurde der Bereich des Nukleolus vermieden. Analog war auch
hier die Signalintensitdt im Nukleus nach erfolgreicher Positionierung und Messung
verringert. Somit konnte gewdahrleistet werden, dass im richtigen Bereich der Zelle

gemessen wurde.
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pB-Catenin(WT)- B-Catenin(ASer45)-

R F

Cytosol "'

Abbildung A1l: Ablauf einer typischen FCS-Messung an den HCT116-Zellen. Positionierung des
Laserfokus fiir die FCS-Messung (a) im Cytosol (gelb) und anschlieSend (b) im Nukleus (ttirkis). (c)
zeigt das Bleichen des Nukleus nach der Messung,.
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Abkurzungen und Fachbegriffe

#33, #37, #45

B-Catenin
A2, A4
ASer45

AE
AK1, AK2
AlexalA

Allel
AOTF
APC

APD

Apolipoprotein

Armadillo
AttoA

Axin

-Catenin
Blastomer
BN-PAGE

HCT116 Zelllinien #33 (1. Allel: 3-Catenin(WT)-mClover, 2. Al-
lel: 3-Catenin(ASer45), #37 (1. Allel: 3-Catenin(WT)-mClover, 2.
Allel: 3-Catenin(ASer45)-mCherry), #45 (1. Allel: 3-Catenin(WT),
2. Allel: B-Catenin(ASer45)-mCherry)

Signalprotein im Wnt-Signalweg

Verzogerungsplittchen
an der 45. Stelle in der Sequenz fehlt die Aminosédure Serin

Airy-Einheit

Priméarantikorper, Sekundérantikorper

Farbstoff der Alexa-Farbstofffamilie, Anregungsmaximum bei
der Wellenldnge A

Varianten eines Gens fiir ein bestimmtes Protein

engl. acousto-optical tunable filter, akusto-optischer Modulator
engl. adenomatous polyposis coli, Strukturprotein, involviert im
-Catenin-Abbau

engl. Avalanche-Photodiode, Photonendetektor

Bestandteil der hydrophilen Oberfldche von Lipoproteinen wie
LDL, HDL

sich wiederholende Aminosduresequenz in $-Catenin
Farbstoff der Atto-Farbstofffamilie, Anregungsmaximum bei A
88

engl. axis inhibition protein, Strukturprotein, involviert im (3-Catenin-

Abbau[7

wichtiges Protein im kanonischen Wnt-Signalweg|7]
Furchungszellen [150]

engl. blue native polyacrylamide gel electrophoresis, Trennverfahren
von Proteinen in einem Gel nach ihrem Molekulargewicht
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Abkiirzungen und Fachbegriffe

BSA

C-/N-terminal

CDe63
Chaperon

CHIR99021
CHO-K1

bovines Serumalbumin, Protein, oftmals verwendet zur hydro-
philen Beschichtung von Oberfldchen)

das Ende eines Proteins mit einer freien Carboxygruppe (COOH)
bzw. Aminogruppe (NHy)

Membranoberfldchenprotein [164]

Protein, hilft neu synthetisierten Proteinen bei der korrekten
Faltung

GSK3-Inhibitor

engl. Chinese Hamster Ovary, Eierstockzellen des chinesischen
Hamsters [104]

Chrom. Aberrationen Chromatische Aberrationen: Abbildungsfehler optischer Linsen

CK1

Cy5

Cytoneme

(De)konvolution
DKK1/2

DMSO
DNA

dorsal
DPBS

DVL

EGF-Rezeptor

EMCCD-Kamera
EMF

190

durch wellenldngenabhédngige, unterschiedlich starke Lichtbre-

chung

engl. casein kinase 1, phosphorylierende Kinase, involviert im
B-Catenin-Abbau

Cyaninfarbstoff

Filopodienart, fingerartiger (engl. -neme) Zellfortsatz mit Zyto-
solanteil (engl. cyto-)

(Ent)faltung

engl. Dickkopf-related protein 1/2, humanes sekretiertes Protein,
Wnt-Inhibitor

Dimethylsulfoxid, organisches Losungsmittel

engl. deoxyribonucleic acid, Nukleinsdure, bestehend aus vier ver-
schiedenen Nukleotiden, welche wiederum aus einem Phospha-
trest, einem Zuckerrest und vier Basen (Adenin, Thymin, Gua-
nin und Cytosin) bestehen

riickenwiirts

engl. Dulbecco” phosphate-buffered saline, phosphatgepufferte Salz-

losung
engl. dishevelled, involviert in die Bildung von Signalosomen

engl. epidermal growth factor receptor, Membranrezeptorprotein
124

engl. electron-multiplying charge-coupled device, Kamera
Einzelmodenfaser



Abkiirzungen und Fachbegriffe

endogen
Endozytose

ER

Explantat

Expression

FCCS
FCS

Filopodium
FLAG-Tag

FLIP-S

Fluorophor
FRAP

Frizzled, Fzd

Gastrulation
GFP, eGFP

Golgi

GSK3

Guide-RNA

H1703
HEK293T/F

Hela

im Innern erzeugt

Aufnahme von extrazelluldren Partikeln und Fliissigkeit durch
die Einstiilpung der Zellmembran

Endoplasmatisches Retikulum, verzweigtes Kanalsystem aus
Membranen in einer Zelle

entnommene Gewebeprobe, hier der animalen Kappe von Xeno-

pus laevis
Synthese von Proteinen

engl. fluorescence cross-correlation spectroscopy, Fluoreszenzkreuz-
korrelationsspektroskopie

engl. fluorescence correlation spectroscopy, Fluoreszenzkorrelations-
spektroskopie [7]

diinner, fingerartiger Zellfortsatz

Protein-Tag, kann zur Proteinaufreinigung verwendet werden
Spiegel zum Verstellen der Lichtwegrichtung
fluoreszierender Farbstoff

engl. fluorescence recovery after photobleaching, fluoreszenzmikro-
skopische Methode zur Messung von Diffusionsgeschwindig-
keiten

Membranrezeptorprotein, Wnt-Rezeptor

Phase in der Embryogenese [148]

engl. (enhanced) green fluorescent protein, griin fluoreszierendes
Protein 27]

Zellorganelle, vom ER hergestellte Proteine werden hier sortiert
und modifiziert, ,molekulare Poststelle der Zelle”

engl. glycogen synthase kinase, phosphorylierende Kinase, invol-
viert im -Catenin-Abbau 7]

weist dem Cas9-Protein den Weg zum Zielgen im Genom

oder NCI-H1703, engl. non-small cell lung cancer cells, Lungen-
krebszellen

engl. human embryonic kidney cells, Zellen der menschlichen, em-
bryonalen Niere, T adhdrente Zellen, F Suspensionszellen
Zelllinie aus Gebarmutterhalskrebszellen von Henrietta Lacks

04
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Abkiirzungen und Fachbegriffe

heterozygot

homozygot

IK
IU

KD
KM
KO

Kymograph

L
L1/L2/L3/L4
LED
LEFTCF

Li

LRP6

Luziferase

Lysat

MBSH
mCherry
mClover
MEM

mEosFPthermo

Mesoderm
mGarnet2
MMF
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Nichtiibereinstimmung der Allelen beziiglich eines bestimmten
Merkmals
Ubereinstimmung der Allelen beziiglich eines bestimmten Merk-

mals

Interkombination
innere Umwandlung

engl. knock-down, mit shAPC inkubierte HCT116 Zellen [I11]
konditioniertes Zellmedium

engl. knock-out, geneditierte HCT116 Zelllinie mit verkiirzter
APC-Version [11]

Plot des Intensitatsprofils iiber die Zeit

Ligand

Anregungslaser

engl. light-emitting diodes, elektrische Lichtquelle
Transkriptionsfaktoren

achromatische Linse

engl. low-density lipoprotein receptor-related protein, humanes Mem-
branrezeptorprotein [ﬂ

Enzym, Bestandteil einiger Nachweissysteme, im Zusammen-
hang mit Wnt meist als Reportergen verwendet zur Verfolgung
der Expression spezifischer Gene

Uberstand einer zentrifugierten Losung lysierter (aufgeloster)
Zellen

engl. modified Barth’s saline with HEPES, Zellkulturmedium

rot fluoreszierendes Protein m

griin fluoreszierendes Protein [100]

N-terminale Sequenz von Neuromodulin, zur Markierung der
Zellmembran

thermostabile Variante von mEosFP, photokonvertierbares, fluo-
reszierendes Protein [0

Zellschicht, entsteht wiahrend der Gastrulation 148

tiefrot fluoreszierendes Protein [78]

Multimodefaser



Abkiirzungen und Fachbegriffe

mRNA

MVB

PALM

PAM

PCP-Signalweg
PEG

PFA

PMT
PORCN

Proteasom
PSF
PST

Q
QB

R
RP
RS

S
Schrotrauschen

SDCM

SEM

engl. messenger RNA, einzelstrangige RNA, komplementar zur
Sequenz eines Zielgens, dient als Bauplan zur Proteinsynthese.

691
engl. multivesicular body, Multivesikularkorper

engl. photoactivated localization microscopy, Einzelmolekiillokalisations-
mikroskopietechnik [f]

engl. Protospacer Adjacent Motif, ein Sequenzmotiv (5’-NGG), wel-
ches im Zielgen vorhanden sein muss, damit Cas9 andocken
kann [71]

engl. planar cell polarity, Teilgebiet des Wnt-Signalwegs
Polyethylenglykol, oftmals verwendet zur Passivierung von Ober-
flichen

Paraformaldehyd, kurzkettiges Polymer, oftmals verwendet zur
Fixierung von Zellen [166]

engl. photomultiplier tube, Photonendetektor

Enzym und Transmembranprotein des Endoplasmatischen Reti-
kulum, zusténdig fiir die Lipid-Modifizierung von Wnt-Proteinen
zahlt zu den Proteasen, baut Proteine in Zellen ab

engl. point spread function, Punktspreizfunktion
polarisierender Strahlteiler

engl. quenching, Fluoreszenzausléschung
Quad-Band-Spiegel

Rezeptor 52|
Referenzprobe

auf eine bestimmte Laserwellenldnge abgestimmter, reflektieren-
der Spiegel

Spiegel

ungleiche Verteilung von Photonen, welche geméfS der Poission-
Verteilung statistischen Fluktuationen unterworfen sind
engl. spinning disk confocal microscopy, Spinning-Disk-Konfokal-
mikroskopie

engl. standard error of the mean, Standardfehler des Mittelwert
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Abkiirzungen und Fachbegriffe

Ser33/37/45

sFRP
sgAPC

shAPC

SL
smDIMSA

StAbw
STED
STORM

Swim
TAG
Thr41
TIRF
TIRF-S

TL
Transfektion

Transkription

Translation

Vv
Vesikel

WDM

Wils
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Aminosdure Serin, an der 33., 37. bzw. 45. Stelle in der Sequenz
von B-Catenin [T]]

engl. secreted frizzled-related protein 1, Wnt-Hilfsprotein

engl. single guide RNA, kiinstliches RNA-Molekiil zur Steuerung
der Geneditierung eines Zielgens, hier APCl

engl. small hairpin RNA, kiinstliches RNA-Molekiil zum Stillle-
gen des Gens von APC

Scanlinse

engl. single-molecule diffusion-mobility-shift assay, Einzelmolekiil-
Diffusionsmobilitatsverschiebung 7

Standardabweichung [136] [140] [145] [161]

engl. stimulated emission depletion, Nanoskopietechnik 6]

engl. stochastic optical reconstruction microscopy, Einzelmolekiil-

lokalisationsmikroskopietechnik [f]
engl. secreted Wg-interacting molecule, Wnt-Hilfsprotein

engl. tunable acoustic gradient index of refraction lens, adaptives
optisches Bauelement

Aminosdure Threonin, an der 41. Stelle in der Sequenz von (3-
Catenin [I]]

engl. total internal reflection fluorescence, Interne Totalreflexions-
fluoreszenz

Spiegel zum Einstellen des TIRF-Modus

Tubuslinse

Einschleusen von Fremd-DNA oder -RNA in eine eukaryoti-
sche Zelle. Variationen: transient (voriibergehendes Einbringen),
stabil (dauerhafter Einbau in das Genom)

Umschreiben der DNA in mRNA

Ubersetzung der Basensequenz der mRNA in die Aminosiure-
sequenz des herzustellenden Polypeptids

steuerbarer Verschluss des Lichtwegs

blaschenformige, membranumschlossene Struktur

engl. wavelength-division multiplexer, optisches Bauelement zur
Trennung des Lichts nach seiner Wellenlédnge
engl. Wntless, Wnt-Hilfsprotein



Abkiirzungen und Fachbegriffe

Wntless/Evi

Xenopus
xRor2

Chaperonprotein, bindet an Wnt und transportiert es vom ER

zum Golgi

auch bekannt als Xenopus laevis, Afrikanischer Krallenfrosch
engl. tyrosine-protein kinase receptor, Membranrezeptorprotein
des Xenopus laevis, Wnt-Rezeptor
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Formelverzeichnis

By

Ax,At

dmin

Einsteinkoeffizient fiir spontane Emission

Schnittflache des griinen bzw. roten Fokus mit der Zellmembran,
effektive Beobachtungsfldche

halber objektseitiger Offnungswinkel, bei dem das Objektiv ge-
rade noch Licht aufsammeln kann oder Anomalieparameter
(Diffusion) [57]

durch den Detektor vorgegebene Pixelgrofie

Rauschsignal pro Pixel
Einsteinkoeffizient fiir stimulierte Emission

Lichtgeschwindigkeit
Kalzium-(2+)-Ion

Abstand zwischen zwei Kohlenstoffatomen

Durchmesser der Eintrittspupille des Objektivs
Ortsdifferenz, Zeitdifferenz

Anzahl an Dimensionen

minimaler Abstand, bei welchem zwei punktférmige Objekte
noch voneinander getrennt dargestellt werden konnen
Diffusionskoeffizient 56l

elektrisches Feld [30]

Eigenenergie des Zustands i 30]
Euler-Mascheroni-Konstante

Energiedifferenz zwischen zwei Zustdnden i und j

Brennweite

Fluoreszenzsignal in Abhingigkeit von der Zeit
Fluktuationen im molekularen Absorptionsquerschnitt
lateraler und axialer Fokusvolumenparameter
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Weffy Zeff

i

™D

198

effektiver lateraler und axialer Fokusvolumenparameter fiir Zwei-
farbexperimente

Entartungsgrad der Energie bzw. des Zustands i [33]
verallgemeinerter Diffusionskoeffizient
Autokorrelationsfunktion in Abhingigkeit des zeitlichen Versat-

zes Tp [62]

Plancksches Wirkungsquantum

zeitunabhédngiger Hamiltonian

zeitabhdngiger Hamiltonian

Membranhohe

PSF-Halbwertsbreite des Mikroskops (i = Mikr) bzw. der gemes-
senen Probe (i = Mess)

Amplitude der raumlichen Verteilung der Anregungsenergie
rdaumlichen Verteilung der Anregungsenergie

Ratenkoeffizient des Prozesses i, A fiir Assoziation, D fiir Disso-
ziation

Boltzmann-Konstante

Konzentration an Teilchen in Abhdngigkeit von Ort und Zeit

Léange, z.B. eines Potentialtopfs

Wellenldnge des Lichts

charakteristische Lange

Ligand-Rezeptor-Komplex

Anzahl an Schritten nach links fiir den 1D-,, Random Walk”

elektrisches Dipolmoment

Anzahl an Schritten fiir den 1D-,Random Walk” [56]
numerische Appertur

Brechungsindex von Medium i[I§]

Besetzungszahl fiir den Zustand i[32]

Gesamtanzahl an detektierten Photonen

Anzahl an Teilchen (im Zeitbereich i des griinen bzw. roten
Farbkanals) 59

Frequenz 32]



Formelverzeichnis

Kreisfrequenz
optische Transferfunktion

Wahrscheinlichkeitswert fiir einen Prozess
Detektionseffizienz von Photonen
urspriingliche Probeninformation
binomiale Wahrscheinlichkeitsverteilung
Punktspreizfunktion von i 45|

Wellenfunktion des Zustands i

orts- und zeitabhéngige Wahrscheinlichkeit

Quantenausbeute

Ortsoperator
hydrodynamischer Radius
Anzahl an Schritten nach rechts fiir den 1D-,Random Walk”

vereinfachter Fokusvolumenparameter

Zustand im Jablonski-Termschema (Grundzustand i=0, 1. ange-
regter Zustand i=1, etc.)

Lokalisationsprézision in x- und y-Richtung

Startpunkt beim 1D-,Random Walk” [56|

Standardabweichung der angendherten Verteilung eines einzel-
nen Photons

Zeit

zeitlicher Versatz

Korrelationszeit der Teilchendiffusion durch das Beobachtungs-
volumen [62]

Gesamtmesszeit

spektrale Strahldichte in Abhdngigkeit von der Frequenz v

zeitabhdngiger Storungsterm

zeitunabhéngiges Potential oder Volumen

effektives Beobachtungsvolumen

Funktion des dreidimensionalen, gauf3formigen Beobachtungs-
volumens
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n(T) Viskositdt des Mediums in Abhédngigkeit von der Temperatur
57

1X] Konzentration an X

R Zylinderradius
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