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Zusammenfassung

In eukaryotischen Zellen ist fast die gesamte genetische Information in Form chromosomaler
DNA im Zellkern gespeichert, wihrend die molekulare Maschinerie zur Translation ausschlief3-
lich cytoplasmatisch lokalisiert ist. Der Transport der genetischen Information aus dem Kern
in das Cytoplasma ist einer der wichtigsten Transportprozesse in eukaryotischen Zellen. Er er-
folgt mittels sog. messenger ribonucleoprotein particles (mRNPs), die aus der eigentlichen mRNA
sowie verschiedenen Proteinen zusammengesetzt sind. Die Dynamik der intranukleiren mRNP-
Bewegung ist komplex und wird in Sdugerzellkernen mafigeblich durch das entfaltete Chromatin
beeinflusst. Die spezifischen Wechselwirkungen, bedingt durch die nukleire Prozessierung der
mRNPs, werden in Sdugerzellkernen durch die unspezifischen Interaktionen mit dem entfalteten
Chromatin verdeckt. Die spezifischen Wechselwirkungen sichtbar zu machen und ihre Kinetik zu
analysieren, ist jedoch eine Grundvoraussetzung, um Bindungspartner zu identifizieren und die
komplexe mRNP-Prozessierung zu verstehen.

In dieser Arbeit wurde die Mobilitdt endogener BR2.1 mRNPs in den Speicheldriisenzellkernen
von Chironomus tentans untersucht. In diesen Zellkernen liegt die DNA auch in der Interphase
kondensiert vor, in Form so genannter Polytédnchromosomen. Hieraus resultieren weite Zellkern-
bereiche, die frei von dem in Sdugerzellen strukturbestimmenden Chromatin sind. Die Mobilitét
der BR2.1 mRNPs héngt hier nur noch von der Organisation des Nukleoplasmas ab, was die
Moglichkeit ertffnet, selektiv nur chromatinunabhéngige Wechselwirkungen der BR2.1 mRNPs
zu analysieren.

Die nukledre Diffusion fluoreszenzmarkierter BR2.1 mRNPs wurde mit modernen mikroskopi-
schen Methoden wie Einzelpartikeltracking, FCS und FRAP in vivo mit einer Zeitauflésung im
Millisekundenbereich untersucht. Bemerkenswerterweise zeigen die BR2.1 mRNPs auch in Abwe-
senheit von Chromatinbarrieren eine komplexe Mobilitédt. Es konnten zwei Mobilitdtskomponen-
ten der BR2.1 mRNPs mit Diffusionskoeffizienten von 0.73 um?/s und 0.3 um?/s identifiziert
werden.

Durch den Vergleich der Mobilitdt von Dextranmolekiilen in Sdugerzellkernen mit der in Spei-
cheldriisenzellkernen konnten in letzteren Nichtchromatinstrukturen im Nukleoplasma nachge-
wiesen werden, welche die Mobilitdt sowohl von mRNPs als auch von Dextranmolekiilen beein-
flussen. Weiter konnte gezeigt werden, dass die Nichtchromatinstrukturen nicht nur als physika-
lische Barriere, sondern auch durch spezifische Wechselwirkungen eine Retardierung der BR2.1
mRNPs bewirken. Diese transienten Bindungen wurden durch das Protein hrp65 vermittelt und
bewirkten auf einer Zeitskala von Millisekunden die gemessenen, scheinbaren Diffusionskoeffizien-
ten. Aufgrund dieser Ergebnisse konnte ein integriertes Modell der nukleiren mRNP-Mobilitéat in
Speicheldriisenzellkernen aufgestellt werden, welches auch Riickschliisse auf die mRNP-Diffusion
in Sédugerzellen erlaubt. Zusétzlich fiihrt es die teilweise widerspriichlichen Ergebnisse zur nu-
klefiren mRNP-Mobilitdt in der Literatur zusammen. Somit zeigte sich, dass nukleoplasmatische
Nichtchromatinstrukturen einen wesentlichen Einfluss auf die Mobilitdt endogener mRNPs ha-

ben.






Kapitel 1
Einleitung

Der grofite Teil der genetischen Information findet sich bei Eukaryoten im Zellkern verpackt. Hier
liegt die DNA, abhéingig von der Information welche auf ihren einzelnen Abschnitten - den Genen
- gespeichert ist, in verschiedenen Faltungszustinden vor. Die DNA fungiert als Speichermedium,
das fast simtliche Informationen enthilt, die eine Zelle zu Wachstum und Vermehrung braucht.
Der grofite Teil der zelluldren Stoffwechselmaschinerie hingegen befindet sich im Cytoplasma, wel-
ches den Zellkern umgibt. Im Cytoplasma werden sémtliche Proteine und Enzyme synthetisiert,
prozessiert und sortiert, die den Aufbau der Zelle funktionell und strukturell moglich machen.
Die Verkniipfung des Informationsspeichers DNA, der praktisch alle Baupléne fiir Enzyme und
Proteine enthélt, mit den Proteinsynthesefabriken im Cytoplasma, ist einer der wichtigsten Stoff-
wechselwege in eukaryotischen Zellen.

Die raumliche Trennung von DNA im Zellkern und Ribosomen im Cytoplasma erfordert Ubertra-
germolekiile, welche die genetische Information, ausgehend vom jeweiligen DNA-Abschnitt im
Zellkern, in das Cytoplasma zu den Ribosomen transportieren. Diese Molekiile nennt man mRNAs
(engl. messenger RNAs). Thre Entstehung an der Transkriptionsstelle eines Gens und ihr Trans-
port durch das Nukleoplasma zur Kernpore sind in ein kompliziertes Netzwerk von Regelungs- und
Riickkopplungsschritten eingebunden [Maniatis and Reed, 2002]. Lange bevor die ersten zeitlich
hochaufgeltsten Aufnahmen zur mRNA-Mobilitéat im Zellkern zur Verfiigung standen, war durch
biochemische Untersuchungen bekannt, dass die Transkription und die Prozessierung der mRNA
ein komplexer und hoch regulierter Prozess mit unzéihligen Einzelschritten ist [Hager et al., 2009).
Diese Schritte laufen zum Teil lokal an der Transkriptionsstelle ab, verlagern sich im spéteren
Verlauf jedoch zunehmend in andere nukleoplasmatische Bereiche [Aguilera, 2005, Moore, 2005,
Luna et al., 2008]. Schon wihrend der Transkription lagern sich Packungs- und Regulationspro-
teine an das wachsende mRNA-Molekiil an. Der dabei gebildete Protein-mRNA-Komplex wird
mRNP (engl. messenger ribonucleoprotein particle) genannt und stellt die Grundtransportform
der mRNA-Molekiile im Zellkern dar. Eine Vielzahl solcher Verpackungsproteine ist bekannt,
die wichtige regulatorische Funktionen beim mRNP-Transport ausiiben [Dreyfuss et al., 2002,
Daneholt, 2001a]. Wo und wie die fertig transkribierte mRNA im Nukleoplasma prozessiert und
in eine exportkompetente Form gebracht wird, welche den Kern durch die Kernporen verlassen

kann, ist noch immer nicht geklart. Die Kinetik dieser Prozesse zu visualisieren ist eine Grund-
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Abbildung 1.1: Schematische Darstellung eines Sdugerzellkerns. Wichtige Strukturen sind gekenn-
zeichnet und werden im Text ndiher erliutert. Ein Sdugerzellkern hat einen Durchmesser von ca. 10 -
15pum. Relativ zum Kern sind links der zy-Durchmesser sowohl eines typischen FRAP-Bleichbereichs
als auch eines FCS-Fokus eingezeichnet. Wihrend FRAP die globale Mobilitit nukledarer Makromo-
lekiile abbildet, zeigt FCS auch die lokale Mobilitit im Bereich der Interchromatinkandgle. Verdndert nach
[Lanctét et al., 2007].

voraussetzung um sie zu verstehen.

Abbildung 1.1 zeigt die schematische Darstellung eines Sdugerzellkerns. Der Zellkern ist von einer
Kernmembran umschlossen, in welcher die Kernporen den streng regulierten Austausch zellulérer
Substanzen zwischen Kern und Cytoplasma ermdglichen [Kohler and Hurt, 2007]. In einer wéss-
rigen, proteinreichen Grundsubstanz, dem Nukleoplasma, liegt das entfaltete Chromatin in Form
von relativ dichten Chromosomenterritorien vor, die von Interchromatinkanélen durchzogen sind
[Cremer et al., 2006, Cremer and Cremer, 2010]. In diesen Interchromatinkanilen, so wird ver-
mutet, findet der grofite Teil des intranukledren Stofftransports statt. Der Nukleolus stellt als
Syntheseort der Ribosomenuntereinheiten ein besonders auffilliges nukledres Kompartiment dar.
Verschiedenste Kernkorper (engl. nuclear bodies) unterschiedlicher Grofle sind vermutlich an der
Prozessierung der mRNA-Molekiile und der Regelung der strukturellen Integritéit des Kerns be-
teiligt [Spector, 2006]. Damit stellt sich der Sdugerzellkern als im hochsten Mafie inhomogen dar,
was insbesondere bei der Interpretation der mit verschiedenen mikroskopischen Techniken ermit-
telten Diffusionskoeffizienten nukleirer Makromolekiile beriicksichtigt werden muss.

Das Versténdnis der Kinetik der mRNA-Prozessierung erfordert die Beobachtung der nukleoplas-
matischen mRNP-Bewegung mit zeitlich und rdumlich hochauflésenden mikroskopischen Metho-
den und die Verkniipfung der daraus gewonnenen Daten mit den Zusammenhéngen, die bereits

aus n vitro-Messungen bekannt sind. Fragestellungen wie:

e Welche Bewegungsformen zeigen nukleoplasmatische mRNP-Partikel?

e Existiert ein gerichteter Transport nukleirer mRNPs, dhnlich dem im Cytoplasma, entlang
des Cytoskeletts?
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e Existieren nukleoplasmatische Bindungen der mRNPs, hervorgerufen z.B. durch Prozessie-

rungsschritte?
e Wie wirkt sich das strukturbestimmende Chromatin auf die mRNP-Bewegung aus?

e Konnen spezifische Bindungen (z.B. durch mRNP-Prozessierung) von unspezifischen (z.B.

durch Hindernisse) unterschieden werden?

warten zum Grofiteil auch heute noch auf eine Antwort. Die Versuche, sie zu beantworten, haben
eine neue, dynamische Sichtweise des Zellkerns eingeldutet [Gorski et al., 2006, Pederson, 2010].
Den Transport der mRNA-Molekiile vom Ort der Transkription bis hin zur Ribosomenbindung im
Cytoplasma in Echtzeit zu verfolgen stellt héchste Anspriiche an das bildgebende mikroskopische
Equipment und gelang erst in den letzten Jahren [Tyagi, 2009]. Die geringe Grofe eines typischen
Séugerzellkerns (Durchmesser 10 pm) gepaart mit einer hohen Dichte von unterschiedlichsten
Proteinen und Nukleinsiuren erfordert einerseits raumlich hochauflésende Mikroskopietechniken,
andererseits aber auch Techniken, die in der Lage sind schnelle Prozesse im Millisekundenbereich
abzubilden. Solche Techniken, wie die Einzelmolekiilmikroskopie, stehen heute zur Verfiigung und
konnen einen wichtigen Beitrag zum Verstédndnis des nukleoplasmatischen mRNA-Transports lie-
fern [Kubitscheck et al., 2009].

Endogene mRNA-Molekiile spezifisch zu markieren und ihren nukleoplasmatischen Transport in
vivo und in Echtzeit zu analysieren war das Ziel der hier vorliegenden Arbeit. Dazu wurde ein
bisher kaum genutztes, aber besonders geeignetes biologisches System mit Einzelmolekiilmikro-
skopietechniken analysiert. Diese innovative Kombination barg das Potential die Dynamik des
nukleiren mRNP-Transports in einer bisher nicht erreichten rdumlichen und zeitlichen Auflésung
zu studieren.

Im Folgenden werden die wichtigsten Arbeiten zum nukleoplasmatischen mRNA-Transport der
letzten Jahre zusammengefasst, um die aktuell offenen Fragen herauszuarbeiten. Im Anschluss
daran werden das hier untersuchte System und abschliefend die ganz konkreten Fragestellungen

vorgestellt, zu deren Beantwortung diese Arbeit einen Beitrag leisten soll.

1.1 Die intranuklire mRNP-Mobilitiat

Zur kinetischen Untersuchung der nukledren Mobilitdt von mRNPs wurden bis heute haupt-
sidchlich Techniken wie Fluoreszenz-Korrelations-Spektroskopie (FCS, siehe Kap. 2.2.6), Fluo-
rescence Recovery After Photobleaching (FRAP, siehe Kap. 2.2.5), Photoactivation-Mikroskopie
(sieche unten) und Einzelpartikeltracking (SPT, siehe Kap. 2.2.7 bzw. 2.2.8) genutzt. Um die
in den einzelnen Publikationen z.T. sehr stark voneinander differierenden Diffusionskoeffizienten
verniinftig beurteilen zu kénnen sind einige technische Vorbemerkungen notwendig.

Die oben genannten Methoden unterscheiden sich einerseits hinsichtlich ihrer zeitlichen anderer-
seits aber auch hinsichtlich ihrer rdumlichen Auflésung. Es wird heute angenommen, dass sich
die Zellkernstruktur auf verschiedenen raumlichen Gréflenordnungen unterschiedlich auf den Dif-

fusionskoeffizienten nukledrer Makromolekiile wie auch der mRNPs auswirkt [Politz et al., 1999,
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Wachsmuth et al., 2008, Veith et al., 2010]. Dies liegt daran, dass Chromatin und nukleéire Kérper
den Zellkern nicht vollkommen homogen ausfiillen (sieche Abb. 1.1). So weifl man heute, dass Kom-
partimente mit einer Grofle im Bereich weniger hundert Nanometer, wie beispielsweise das In-
nere eines Interchromatinkanals, die Viskositét einer proteinreichen, wissrigen Losung aufweisen
und die Groflenordnung der lokalen Diffusion beeinflussen [Cremer and Cremer, 2010]. In diesen
Doménen - so die aktuelle Vorstellung - diffundieren nukledre Makromolekiile weitestgehend frei,
was sich entsprechend in lokal hohen Diffusionskoeffizienten &uflert. Strukturen, welche sich {iber
mehrere Mikrometer erstrecken, wie beispielsweise das entfaltete Chromatin, stellen vermutlich
Hindernisse fiir die Partikeldiffusion iiber gréflere rdaumliche Skalen dar. Die Interchromatinkanile
sind im S#ugerzellkern durch das entfaltete Chromatin stark verzweigt (sieche Abb. 1.1) und ver-
langsamen dadurch die globale Diffusion nukledrer Makromolekiile iiber Wegstrecken von meh-
reren Mikrometern [Saxton, 2007, Saxton, 2008]. Entsprechend werden fiir Diffusionsstrecken im
Bereich einiger Mikrometer reduzierte globale Diffusionskoeffizienten ermittelt. Der Bereich des
Ubergangs von lokaler zu globaler Diffusion héngt von der Dichte des entfalteten Chromatins und
dem Grad der Verzweigung der Interchromatinkanile ab und ist nur schwer allgemeingiiltig zu
quantifizieren. Es ist jedoch davon auszugehen, dass umso eher die lokale Diffusion in Interchro-
matinkanélen abgebildet wird, je kiirzer die untersuchten Diffusionsstrecken sind (siehe unten).
Zusétzlich zu den unspezifischen Hindernissen des entfalteten Chromatins im S&ugerzellkern
konnen auch Retardierungen durch spezifische Bindungen auftreten, die beispielsweise mit der
Prozessierung der untersuchten Makromolekiile zusammenhéngen. Diese spezifischen Bindungen
sind jedoch im Sdugerzellkern nur schwierig von den unspezifischen zu unterscheiden.

Daher sind die Ergebnisse, die mit den unterschiedlichen oben genannten Techniken erhalten
wurden insbesondere im Hinblick auf die strukturelle Groflenordnung des Zellkerns zu interpre-
tieren, die durch sie abgebildet wird. Dies wurde in der Literatur nicht immer beriicksichtigt und
fithrte teilweise zu scheinbar widerspriichlichen Werten (siehe Diskussion).

Bei einer FRAP-Analyse werden typischerweise Kernbereiche von > 1 um Durchmesser gebli-
chen, gefolgt von einer Analyse der Fluoreszenzriickkehr (siehe Kapitel 2.2.5 und Abbildung 1.1,
FRAP). Umgekehrt wurden bei der hier vorgestellten Variante der Photoactivation-Mikroskopie
fluoreszenzmarkierte mRNAs im Bereich von > 1 um aktiviert und die zeitliche Verteilung des
Signals im Zellkern wurde verfolgt. Damit liefern sowohl FRAP als auch die Photoactivation-
Mikroskopie Daten zur nukledren Diffusion, die iiber rédumliche Bereiche von mehreren Mikro-
metern gemittelt sind. Entsprechend werden mit diesen Techniken globale Diffusionskoeffizienten
ermittelt, die im S#augerzellkern mafigeblich durch das verzweigte Netzwerk von Interchroma-
tinkandlen beeinflusst werden. Zudem kann ihre Zeitauflosung im Sekundenbereich schnelle ki-
netische Prozesse nicht direkt abbilden und erfordert komplexe Modelle, um Riickschliisse auf
schnellere Prozesse zu erhalten [Braga et al., 2007].

FCS hingegen, mit einer Zeitauflosung im Mikrosekundenbereich, ist im Vergleich dazu eine sehr
schnelle Technik und liefert Diffusionsdaten zu Kernbereichen, die nur einige hundert Nanometer
grof} sind. Damit werden in FCS-Analysen eher lokale Diffusionskoeffizienten ermittelt, die In-
formationen zur Diffusion in Interchromatinkanélen liefern kénnen - sofern Interchromatinkanéle
zumindest teilweise im FCS-Fokus liegen (siche Abbildung 1.1, FCS). Da das FCS-Volumen ty-
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pischerweise Abmessungen von 300 nm (xy-Ausdehnung) mal 1000 nm (z-Ausdehnung) aufweist
(siehe Kapitel 2.2.6), ist es sehr wahrscheinlich, dass durch die hohe z-Ausdehnung Interchroma-
tinkanéle im FCS-Fokus liegen.

Die Zeitauflosung des Einzelpartikeltrackings hingt im hohen Mafle von der verwendeten Aus-
riistung ab und liegt bei hochwertigen Kameras im Millisekundenbereich. Das Einzelpartikel-
tracking liefert durch eine Vereinzelung der Signale Daten mit hoher rdumlicher Auflésung, die
durch Nanolokalisierung im Bereich von 50 nm liegen kann. Durch die Visualisierung einzelner
Signale nimmt das Einzelpartikeltracking eine Sonderstellung unter den hier besprochenen Tech-
niken ein und liefert Informationen zu einzelnen mRNP-Trajektorien, die unabhéngig voneinander
analysiert werden konnen. Damit ermoglicht das Einzelpartikeltracking eine tiefgreifende Analyse
der Kinetik von Bindungsprozessen im Zellkern [Dange et al., 2011]. Auch kénnen hier die kineti-
schen Prozesse auf mehreren Groflenordnungen der Kernstruktur visualisiert werden. Prinzipiell
sind bei hoher Zeitauflosung im Millisekundenbereich lokale Diffusionskoeffizienten zugénglich,
da die Partikelbewegung im Bereich von wenigen hundert Nanometern untersucht wird. Durch
nachtrigliche Reduktion der Zeitauflosung (z.B. durch Mittelung) beeinflusst die Diffusion auf
groferen rdumlichen Skalen zunehmend den dann globalen Diffusionskoeffizienten. Einzelparti-
keltracking schlégt also eine Briicke zwischen Techniken wie FCS und FRAP und erweitert diese
gleichzeitig.

Mit Hilfe der erwéhnten Techniken wurden Messungen nukledrer mRNP-Diffusion hauptséchlich
in Sdugerzellen durchgefiihrt, was aufgrund der oben beschriebenen Inhomogenitét des Zellkerns
die Vergleichbarkeit der erhaltenen Ergebnisse erschwert. Um Missversténdnisse zu vermeiden
werden deshalb einige Begriffe fiir den Rahmen dieser Arbeit vereinfachend wie folgt definiert:
Ein Zellkern besteht aus Chromatin, d.h. der DNA und der an sie gebundenen Proteine, und
Nukleoplasma, einer wissrigen, proteinreichen Grundsubstanz, die alle Nichtchromatinstruktu-
ren (wie z.B. Kernkorper etc.) enthélt. Die nukledre Diffusion von Makromolekiilen bezieht sich
auf die Diffusion im Kern, die von den Eigenschaften sowohl des Nukleoplasmas als auch des
Chromatins beeinflusst wird, wie z.B. die globale Diffusion iiber Strecken von mehreren Mikro-
metern. Ist jedoch von einer Diffusion die Rede, die wenig oder gar nicht durch das Chromatin
beeinflusst wird, also hauptséchlich die Eigenschaften des Nukleoplasmas und seiner Nichtchro-
matinstrukturen abbildet, so wird diese nukleoplasmatische Diffusion genannt - z.B. die lokale
Diffusion in einem Interchromatinkanal. Freie bzw. uneingeschrinkte Diffusion mit einem Dif-
fusionskoeffizienten, der nach Gleichung 2.9 der Partikelgrofle in Abhéngigkeit der Viskositét
entspricht, wird reduzierter Partikelmobilitdt gegeniibergestellt. Letztere duflert sich in einem im
Vergleich zur freien Diffusion reduzierten Diffusionskoeffizienten und/oder einem nicht-linearen
MSD-Verlauf (siche Kapitel 2.2.9.2), beispielsweise wenn die freie Diffusion durch Bindungen an
nukledre Strukturen unterbrochen wird.

Tabelle 1.1 gibt einen Uberblick iiber die wichtigsten bis 2008 erschienen Publikationen zur nu-
klediren mRNP-Diffusion. Sie werden im Folgenden vorgestellt.

[Politz et al., 1998] ist die erste wichtige Publikation zum Thema mRNP-Diffusion im Zellkern.
Die Autoren untersuchten die Bewegung endogener mRNP-Partikel mit Hilfe von FCS. Fluo-

reszenzmarkierte DNA-Oligonukleotide mit einer Poly(T)-Sequenz wurden in Sdugerzellen ein-
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Publikation Technik mRNP-Typ D [um? /s
) FCS
[Politz et al., 1998] Iy (T)-Ol alle endogenen 9, 0.6, 0.01
poly(T)-Oligon.
. Photoactivation
[Politz et al., 1999] . alle endogenen 0.7
poly(T)-Oligon.
FRAP
[Calapez et al., 2002] alle endogenen 0.6
mRNP-Proteine
Mol t al., 2004 FRAP 11 d 0.04
[Molenaar et al., ] poly(U)-Oligon. alle endogenen .
SPT o
[Shav-Tal et al., 2004] MS2.Svat artifizieller mRNP 0.04
-System
SPT o
[Vargas et al., 2005] MB.Oi artifizieller mRNP 0.03
-Oligon.
[Politz et al., 2006] Fes 11 d 0.7
olitz et al., poly(T)-Oligon. alle endogenen .
SPT endogener mRNP

[Siebrasse et al., 2008] 3.7, 0.6, 0.2, (0.015)

DNA-Oligon. (BR2.1 mRNP)

Tabelle 1.1: Wichtige Publikationen zur nukledren mRNP-Diffusion bis 2008. Blau, Studien zur Dif-
fusion endogener mRNPs. Unter Technik sind die jeweilige Mikroskopiemethode sowie die Methode zur

Markierung der mRNPs aufgefiihrt. Ergebnisse z.T. gerundet. Oligon., Oligonukleotide.

gebracht. Da prozessierte mRNA-Molekiile nach Abschluss der Transkription einen Poly(A)-
Schwanz aufweisen, konnten von der Zelle aufgenommene und in den Kern diffundierte Poly(T)-
Oligonukleotide potentiell samtliche endogenen mRNP-Partikel markieren. Es wurden Mobi-
litdten auf mehreren zeitlichen Skalen von 0.1 bis > 100 ms mit 3 Diffusionskoeffizienten gefunden,
die spezifisch fiir die Bewegung endogener mRNPs waren: <9 um?/s, 0.6 upm?/s und 0.01 um?/s
(siehe Tabelle 1.1). Die Autoren betonten, dass es abhéingig von der Messposition im Zellkern
(zufillige Position, aufler Nukleoli) zu deutlichen Variationen in der ermittelten Mobilitdt kam.
Dies war ein deutlicher Hinweis auf die oben beschriebene lokale strukturelle Inhomogenitéit des
Séugerzellkerns (siehe Abb. 1.1). Die ermittelten Diffusionskoeffizienten deuteten erstmals darauf
hin, dass endogene mRNPs lokal, im Bereich eines FCS-Volumenelements mit einem Durchmes-
ser von einigen hundert Nanometern, einerseits eine Mobilitdt d&hnlich der in wéssriger Losung
zeigen, andererseits jedoch auch deutlich retardierte Diffusionskoeffizienten aufweisen. Die retar-
dierten Komponenten wurden als Bindungen der mRNPs an nukleére Strukturen interpretiert.
Die Diffusion freier Oligonukleotide im Zellkern entsprach ebenfalls der in wissriger Losung. Die
Autoren spekulierten, dass ,,wissrige Mikrodoménen® iiber den gesamten Zellkern verteilt sind,

die einerseits eine diffusive mRNP-Mobilitdt dhnlich der in wissriger Losung ermdoglichen, ande-
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rerseits aber auch eine heterogene Umgebung darstellen, in welcher mRNPs in ihrer Bewegung
retardiert werden konnen. Sie fanden damit erste kinetische Hinweise auf die wichtige Rolle der
bereits in vitro durch Anfirbung der Chromosomenterritorien (sieche Abb. 1.1) nachgewiesenen
Interchromatinkanéle beim Transport nukledrer mRNPs. Sie konnten auflerdem zeigen, dass das
die Interchromatinkanile ausfiillende Nukleoplasma, als Grundsubstanz des Zellkerns, eine Vis-
kositét dhnlich der einer wéssrigen Losung aufweist. Die molekulare Grundlage der vermuteten
mRNP-Bindungen konnte nicht geklédrt werden. Insbesondere blieb offen, ob es sich hierbei um
spezifische, der Regulation/Prozessierung dienende Bindungen handelte, oder ob hier das ubi-
quitdr im Kern vorhandene Chromatin als passives Hindernis in Erscheinung trat.

In einer anschlieflenden Studie adressierten Politz et al. die Frage, ob es im Zellkern neben der
gefundenen rein diffusiven eine gerichtete mRNP-Bewegung gibt, dhnlich der Bewegung entlang
cytoskelettaler Proteinfilamente [Politz et al., 1999]. Erneut wurden Poly(T)-Oligonukleotide ver-
wendet, dieses mal jedoch mit einem aktivierbaren Fluoreszenzfarbstoff markiert. Durch Photo-
lyse wurden die in den Zellkern eingebrachten Poly(T)-Oligonukleotide aktiviert und es wurde
die Verteilung des Fluoreszenzsignals mit der Zeit verfolgt (Photoactivation-Mikroskopie). Die
Ausbreitung des Fluoreszenzsignals zeigte eine lineare Zunahme des quadratisch gemittelten Ab-
stands (MSD) mit der Zeit, was keine Hinweise auf eine gerichtete Bewegung lieferte (s. Kap.
2.2.9.2). Durch die Technik der Photoactivation-Mikroskopie wurde ein Diffusionskoeffizient von
0.7 um? /s gefunden, der iiber mehrere Mikrometer gemittelt war, also hauptsichlich die Diffu-
sion auf groBeren rédumlichen Skalen - global - abbildete (siehe Tab. 1.1). Insofern standen die
in dieser Studie erhaltenen Daten nicht im Widerspruch zu [Politz et al., 1998], sondern zeig-
ten erstmals, dass zwischen lokaler (Interchromatinkanal-)Diffusion, die mit FCS zugéinglich ist,
und globaler Diffusion im verzweigten Interchromatinkanalnetz und dariiber hinaus unterschie-
den werden muss. Es wurde auflerdem keine Temperaturabhingigkeit der Mobilitdt im Bereich
zwischen Raumtemperatur und 37 ° C gefunden und damit kein Hinweis auf einen direkt an der
mRNP-Mobilitédt beteiligten energieabhéngigen Prozess.

[Calapez et al., 2002] untersuchten die Diffusion fluoreszenzmarkierter Proteine, welche auch un-
markiert Bestandteil prozessierter, endogener mRNP-Partikel sind. Mit Hilfe von FRAP konnten
Daten zur globalen Diffusion endogener mRNP-Partikel gewonnen werden. Ein mittlerer Dif-
fusionskoeffizient von 0.6 ym?/s wurde gefunden (siche Tab. 1.1), wodurch die Ergebnisse von
[Politz et al., 1999] bestitigt wurden. Interessanterweise fand diese Gruppe eine (iiber den rei-
nen Viskositétseffekt hinausgehende) Reduktion der mRNP-Mobilitét bei reduzierter Temperatur
(Temperaturbereich wie bei [Politz et al., 1999]) bzw. bei ATP-Depletion, was im Gegensatz zu
[Politz et al., 1999] sehr wohl auf energieabhéngige Prozesse bei der mRNP-Diffusion hindeutete.
Diese Prozesse, so die Spekulation der Autoren, kénnten mit der Freisetzung durch das entfaltete
Chromatin immobilisierter mRNPs zusammenhéngen, was ebenfalls mit der Moglichkeit einer
prinzipiell freien Diffusion nicht immobilisierter mRNPs in den Interchromatinkanélen zu verein-
baren war.

Bei einer weiteren Analyse endogener mRNPs wurden wiederum Oligonukleotide verwendet, die
an den Poly(A)-Schwanz der mRNA-Molekiile binden konnten [Molenaar et al., 2004]. Diesmal
wurden Poly(U)-RNA-Oligonukleotide mikroinjiziert, welche eine im Vergleich zu den DNA-
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Oligonukleotiden deutlich hohere Stabilitdt im Zellkern, sowie eine erhthte Bindungsaffinitét
an die Ziel-mRNA zeigen [Molenaar et al., 2001]. Interessanterweise lieferten die durchgefiihrten
FRAP-Analysen deutlich von den bisher vorgestellten Studien abweichende Werte. Ein mittlerer
Diffusionskoeffizient von nur 0.04 um?/s wurde gefunden (siche Tab. 1.1), der auf eine grundstz-
liche Retardierung aller analysierten mRNPs hindeutete und somit im deutlichen Gegensatz zu
den bis dahin bekannten Daten stand. Molenaar et al. fithrten diese Diskrepanz auf eine hohere
Zuverlassigkeit ihrer RNA-Oligonukleotid-Sonde zuriick. Sie untersuchten auch Poly(dT)-DNA-
Oligonukleotide im Kern, die schon von [Politz et al., 1998] genutzt worden waren. Molenaar et
al. kamen zu dem Schluss, dass ihre FRAP-Daten auf einen hohen Anteil ungebundener DNA-
Oligonukleotide deuteten, was nahe legte, dass der von Politz et al. ermittelte grofere mittlere
Diffusionskoeffizient nicht spezifisch fiir mRNPs war. Ebenso kritisierten die Molenaar et al. den
Ansatz von Calapez et al. Auch hier nahmen sie aufgrund ihrer Daten an, dass der grofite Teil
der von Calapez et al. untersuchten mRNP-bindenden Proteine nicht an mRNP-Partikel gebun-
den vorlag, Calapez et al. somit also vornehmlich die Diffusion freier mRNP-Proteine abbildeten.
Damit betonten Molenaar et al., dass ihrer Ansicht nach die nukleire mRNP-Bewegung nicht
hauptséchlich diffusiv abléuft, sondern energieabhéingige, die Mobilitdt reduzierende Prozesse
(wie Bindungen) die wichtigere Rolle spielen und ihren unerwartet niedrigen Diffusionskoeffizi-
enten erkliaren. Allerdings ist zu beachten, dass die Analyse von Molenaar et al. methodische
Probleme aufweist, welche die ermittelten Werte sehr in Frage stellen. So lag die Bleichzeit der
FRAP-Analyse hier bei 5s, was deutlich zu lang ist im Vergleich zu den bei schneller Diffusion zu
erwartenden Fluoreszenzriickkehrzeiten von nur einigen Sekunden [Braeckmans et al., 2003]. Da-
her ist anzunehmen, dass es fiir Molenaar et al. schwierig gewesen sein diirfte eine schnelle Diffusi-
on der untersuchten mRNPs (> 0.6 um?/s) iiberhaupt abbilden zu koénnen, womit die Ergebnisse
vermutlich deutlich in Richtung einer Ubergewichtung retardierter mRNPs verzerrt waren. Trotz
der methodischen Probleme begann mit dieser Studie in der Literatur eine Grundsatzdiskussion,
ob sich mRNPs im Nukleoplasma primér frei diffundierend bewegen, mit Diffusionskoeffizienten,
die ihrer Grofle nach zu erwarten wéren, oder ob die mRNP-Mobilitét (beispielsweise durch Bin-
dungen) sténdig deutlich reduziert ist.

In einer weiteren Studie von Politz et al. zum Thema nukleire mRNP-Diffusion nutzten die
Autoren nochmals fluoreszenzmarkierte Poly(T)-Oligonukleotide um alle endogenen mRNPs an-
zufarben und untersuchten diese mit FCS, einerseits im von Interchromatinkanélen dominier-
ten Nukleoplasma, andererseits auch gezielt in speziellen nukleoplasmatischen Kernkérpern (sog.
nuclear speckles) [Politz et al., 2006]. Sie ermittelten einen nukleéren Diffusionskoeffizienten von
0.7um?/s, der sich nicht von dem in den Kernkérpern unterschied (siehe Tab. 1.1). Dies legte
eine strukturelle Ahnlichkeit von chromatindominierten Zellkernbereichen und speckles nahe und
war ein Hinweis darauf, dass speckles, wie moglicherweise auch die meisten anderen Kernkorper,
kein abgeschlossenes nukleéires Mikrokompartiment sind, sondern dynamisch in den Zellkern ein-
gebettet vorliegen.

Interessanter im Hinblick auf die nukledre Diffusion der mRNPs ist jedoch, dass die Autoren
Zweifel daran #uflerten, ob die schnellste 1998 von ihnen gefundene Komponente von <9 um?/s

spezifisch fir mRNPs war. Damit nahmen sie Bezug auf die Kritik von [Molenaar et al., 2004],
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nicht ohne jedoch auf Probleme in der Analyse von Molenaar et al. hinzuweisen. Politz et al.
bestétigten aber noch einmal den von ihnen ermittelten globalen mRNP-Diffusionskoeffizienten
von 0.7 um?/s.

Damit blieb zu diesem Zeitpunkt eine Unvereinbarkeit der Daten von Politz et al./Calapez et al.
und Molenaar et al. bestehen, die jedoch wahrscheinlich auf die Probleme in der Datenakquisition
von Molenaar et al. zuriickgefithrt werden kann. Politz et al. fanden Diffusionskoeffizienten von
0.7 und 0.01 um?/s fiir endogene mRNPs, von denen Molenaar et al. durch eine deutlich zu lange
Bleichzeit nur noch die langsamere Komponente wiederfanden.

Die Datenlage sprach zu diesem Zeitpunkt klar fiir die Annahme, dass sich nukledire mRNPs
lokal hauptséchlich frei diffundierend in Interchromatinkanélen bewegen konnen, ihr globaler
Diffusionskoeffizient jedoch durch die netzartige Verzweigung dieser Transportstrafien reduziert
ist. Dies wurde qualitativ durch zwei Studien endgiiltig bestétigt, welche kurz vor der Arbeit
von [Politz et al., 2006] erschienen waren [Shav-Tal et al., 2004, Vargas et al., 2005]. Diese Stu-
dien untersuchten erstmals einen speziellen, aber kiinstlichen mRNP-Typ mit Einzelpartikel-
tracking. Dies war in zweierlei Hinsicht eine Neuerung, da bisher (1.) nur Gesamtpopulationen
von (2.) endogenen mRNPs untersucht worden waren, was nur eine relativ allgemeine Interpreta-
tion der experimentellen Daten zuliefS. Auflerdem wurde erstmals Einzelpartikeltracking genutzt,
eine Technik, welche die Analyse einzelner Partikeltrajektorien méglich macht und damit deut-
lich detailliertere Informationen zur nukleidren Mobilitdt von mRNPs liefern konnte, als dies mit
FRAP oder FCS moglich war.

In der ersten, in ihrer molekularbiologischen Methodik héchst aufwéndigen Studie, versuchten die
Autoren sich dem Thema mRNP-Diffusion durch eine komplett neue Vorgehensweise zu néhern,
indem sie sich erstmals auf die Untersuchung eines kiinstlichen jedoch spezifisch markierten
mRNP-Typs beschrinkten [Shav-Tal et al., 2004]. Dies war mit Hilfe gentechnischer Methoden
moglich, indem eine Genkassette, die fiir ein artifizielles mRNA-Molekiil kodiert, stabil in den
Saugerzellkern eingebracht wurde. Obwohl artifiziell, durchlief das kiinstliche Konstrukt alle wich-
tigen Stationen einer mRNA im Kern, von der Transkription am Gen, {iber die Prozessierung
des Spleiiens bis hin zum Export aus dem Kern. Der Vorteil der Methode bestand darin, dass
durch geschickte Planung des Konstrukts die Ankunft der mRNA an allen wichtigen Stationen
in vivo visualisiert werden konnten (fiir Details siehe auch [Janicki et al., 2004]). Nach Tran-
skription enthielt die kiinstliche mRNA eine Vielzahl von Sequenzabschnitten, an welche jeweils
ein (ebenfalls gentechnisch eingebrachtes) fluoreszenzmarkiertes Protein, das MS2-Protein, an-
docken konnte. So wurde ein hoch fluoreszenzmarkierter mRNP geschaffen, der mit Hilfe von
Einzelpartikeltracking verfolgt werden konnte. Shav-Tal et al. konnten so erstmals die Bewegung
einzelner nukleirer mRNPs primér in Interchromatinkanilen visualisieren. Zur Analyse der Tra-
jektorien fiithrten sie eine MSD-Analyse durch. Hier fanden die Autoren vornehmlich eine lineare
Zunahme des MSDs mit der Zeit, was fiir eine freie Diffusion spricht. Allerdings ermittelten sie
so Diffusionskoeffizienten von nur 0.04 um?/s fiir die kiinstlichen mRNPs, ein Wert der ange-
sichts bisheriger Studien als erstaunlich niedrig anzusehen war, aber gut zu den strittigen Daten
von Molenaar et al. passte (sieche Tab. 1.1). Die Einschréinkungen der Trajektorienanalyse durch

die Fokussierung ausschlieBlich auf die MSD-Analyse (sieche Kap. 2.2.9.2) und die nur geringe
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Zeitauflosung des Einzelpartikeltrackings (alle 300 ms ein Bild) deutlich unter dem, was schon
2004 moglich war, hatten jedoch einen nicht zu vernachléssigenden Einfluss auf den ermittelten
Diffusionskoeffizienten. Dies aber blieb bei der Interpretation der Daten in der Literatur bis 2008
unberiicksichtigt und ndhrt nach wie vor die Diskussion, ob sich mRNPs in nukleoplasmatischen
Bereichen mit Diffusionskoeffizienten bewegen (konnen), die ihrer Grofle entsprechen oder ob sie
stéandig retardiert sind (siehe Diskussion).

Diese bis heute andauernde Uneinigkeit wird auch daran liegen, dass nur ein Jahr spéter eine
weitere Publikation erschien, welche mit einer etwas anderen Methode zu einem ganz &hnli-
chen Ergebnis wie Shav-Tal et al. kam [Vargas et al., 2005]. Auch hier wurde ein artifizieller
mRNP untersucht, welcher jedoch nicht iiber an die mRNA bindende Proteine markiert wurde,
sondern iiber spezielle fluoreszenzmarkierte Oligonukleotide, sogenannte molecular beacons (MB-
Oligonukleotide). Die Fluoreszenz dieser MB-Oligonukleotide ist nur dann anregbar, wenn sie
an ein Zielmolekiil, hier die mRNA, gebunden sind (siehe Erlduterung in Kapitel 3.4.5). Auch
Vargas et al. ermittelten einen sehr kleinen Diffusionskoeffizienten von 0.03 um?/s fiir den von
ihnen untersuchten kiinstlichen mRNP - ein Wert der die Daten von Shav-Tal et al. bestétigte
(siehe Tab. 1.1). Allerdings nutzen Vargas et al. trotz eines neuen artifiziellen mRNPs methodisch
die selbe Vorgehensweise wie Shav-Tal et al., sowohl hinsichtlich der verwendeten Zeitauflosung
(300ms), als auch hinsichtlich der Analyse (Fokussierung einzig auf die MSD-Analyse). Daher
verwundert nicht, dass Vargas et al. und Shav-Tal et al. zu sehr dhnlichen Ergebnissen kamen,
die jedoch nicht zuletzt durch das methodische Vorgehen bei der Datenanalyse eine Verzerrung
erfahren haben (siehe Diskussion).

Nichtsdestotrotz lieferten Shav-Tal et al. und Vargas et al. erste Hinweise darauf, wie die schon
vorher zum Teil gefundenen energieabhéngigen Prozesse bei der nukleiren mRNP-Diffusion zu
erkldren waren. So fanden beide Gruppen, dass energieabhéingige Prozesse nur bei der Freiset-
zung der mRNPs von putativen Bindungsstellen eine Rolle spielen, womit eine wichtige Frage zur
mRNP-Dynamik beantwortet werden konnte. Durch die Fokussierung beider Gruppen auf aus-
schlielich die MSD-Analyse blieben ihre Ergebnisse jedoch trotz der damals molekularbiologisch
richtungsweisenden Methodik analytisch hinter den Moglichkeiten des Einzelpartikeltrackings
zuriick. Die Dynamik der Diffusion einzelner mRNPs wird bei der Untersuchung einzelner Tra-
jektorien allein durch die MSD-Analyse nicht sichtbar. Insbesondere die Frage nach spezifischen
nukledren Bindungen und damit die Frage nach der funktionellen Dynamik putativer Retardie-
rungen konnte so nicht beantwortet werden.

Die erstmalige spezifische Visualisierung einzelner kiinstlicher mRNPs stellte zweifelsfrei einen
Meilenstein in der Analyse nukledrer mRNA-Mobilitdt dar, barg sie doch das Potenzial in sich die
Dynamik einzelner mRNPs auf ihrem Weg durch den Zellkern in einem bis dato nicht erreichten
Mafle aufzulosen. Obwohl kein Konsens hinsichtlich der Grélenordnung der Diffusionskoeffizi-
enten nukleirer mRNPs bestand, herrschte weitgehende Einigkeit dariiber, dass die Bewegung
nukledrer mRNP-Partikel ein diffusiver, nicht primér aktiver Prozess ist, welcher ungerichtet
ablduft und von Retardierungen unbekannter Natur unterbrochen ist. Die meisten der bisherigen
Studien legten den Schluss nahe oder konnten zeigen, dass die mRNP-Diffusion hauptséachlich in

Interchromatinkanélen stattfindet, die einerseits eine wissrige Umgebung fiir eine putativ schnelle
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lokale Partikeldiffusion schaffen, andererseits aber auch durch ihr verzweigtes Netzwerk kombi-
niert mit ihren kleinen Durchmessern im Bereich einiger hundert Nanometer unspezifisch retar-
dierend auf die Diffusion nukledrer Makromolekiile einwirken. Die interessanteren spezifischen
Bindungen nukledrer mRNPs, die Riickschliisse auf zugrundeliegende molekulare Prozessierungs-
schritte zulielen, traten aufgrund des dominierenden Einflusses der unspezifischen Bindungen auf
die nukleire mRNP-Mobilitét bisher in den Hintergrund. So gelang es in keiner der bis dahin
durchgefithrten Studien zu ermitteln, was die Grundlage der Retardierungen sowohl endogener
als auch (mehr noch) kiinstlicher mRNPs war bzw. ob spezifische Bindungen iiberhaupt eine
Rolle spielen. Wichtige, spezifische Bindungen von den unspezifischen, wahrscheinlich primér
durch das komplexe Chromatinnetzwerk hervorgerufenen Retardierungen zu unterscheiden, blieb
ein generelles, bisher ungelostes Problem bei der Untersuchung nukledrer mRNP-Mobilitdt im
Sédugerzellsystem.

Ein weiterer Nachteil des Séugerzellsystems ist die Schwierigkeit, die Mobilitét eines einzelnen
endogenen. mRNP-Typs zu untersuchen. Da die verschiedenen mRNAs im S#dugerzellkern nur
in geringen Mengen vorkommen und in vivo kaum spezifisch markiert werden kénnen, gelang
es bisher nicht einzelne endogene mRNA-Typen zu visualisieren [Bjork and Wieslander, 2010].
Grundsétzlich muss zudem hinterfragt werden, ob kiinstlich eingebrachte, artifizielle mRNA-
Konstrukte bzw. deren mRNP-Partikel Ergebnisse liefern, die uneingeschrénkte Schliisse iiber
die Dynamik endogener mRNPs zulassen, oder ob gerade die Nutzung kiinstlicher, nicht perfek-
ter mRNA-Konstrukte, ein verzerrtes Bild der nukleiren mRNP-Mobilitéit liefert. Die in Tabelle
1.1 vorgenommene Gegeniiberstellung der Diffusionskoeffizienten endogener (blau) und artifizi-
eller mRNPs deutet aufgrund der stark unterschiedlichen Diffusionskoeffizienten zumindest ein
nicht zu vernachlissigendes Problem an (siehe Diskussion).

In meiner Diplomarbeit wurde erstmals ein System zur Untersuchung nukledrer mRNP-Mobilitét
benutzt, welches die nachteiligen Eigenschaften des Sdugerzellsystems nicht aufweist. In diesem
System kann - wie unten beschrieben - ein spezieller endogener mRNP-Typ spezifisch markiert
und seine Mobilitéit untersucht werden. Insbesondere aber sind die passiv retardierenden Effek-
te des entfalteten Chromatins hier aufgrund der Konzentration der DNA in Polytdnchromoso-
men nicht vorhanden. Diese besonderen Voraussetzungen bieten die Speicheldriisenzellkerne der
Zuckmiickenlarve (Chironomus tentans), die im folgenden Kapitel detailliert beschrieben werden.
In diesen gelang es die Diffusion eines spezifischen endogenen mRNP-Typs in chromatinfreien
Nukleoplasmabereichen mit Hilfe von Einzelpartikeltracking zu untersuchen, womit die mRNP-
Diffusion erstmalig unabhéngig von den unspezifisch retardierenden Effekten des Chromatins
untersucht werden konnte [Veith, 2007].

In einer ersten Publikation, die meine Diplomarbeit und erste Teile der hier vorliegenden Disser-
tation einschliefit, konnte mit Hilfe von Einzelpartikeltracking die Diffusion einzelner endogener
BR2.1 mRNPs mit einer deutlich iiber bisherige Studien hinausgehenden Zeitauflosung von 50 ms
aufgenommen werden [Siebrasse et al., 2008]. Um moglichst viele Informationen iiber die BR2.1
mRNP-Mobilitdt zu erhalten, wurden mehrere, z.T. neu entwickelte Analysemethoden parallel
eingesetzt. So konnte die Bewegung einzelner endogener BR2.1 mRNPs im chromatinfreien Nu-

kleoplasma nur mit mehreren Diffusionskoeffizienten angenihert werden: Dy = 3.74 um? /s, Drr
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=0.64 um2/s, D =0.23 ,umz/s und Dy = 0.015 ,um2/s. Diese Diffusionskoeffizienten entspra-
chen einerseits dem mit 50nm (sieche unten) genau bekannten Durchmesser der mRNPs (Dy),
deuteten andererseits aber auch auf nukleoplasmatische Retardierungen hin (Dyr, Dyrr, Dyv,
wobei die langsamste Komponente nur zu einem verschwindend kleinen Anteil gefunden wurde
und daher in der Tabelle eingeklammert ist). Damit wurde die Diskussion iiber die Gréenordnung
der nukleiren mRNP-Diffusionskoeffizienten erneut entfacht. Besonders interessant war jedoch
die Entdeckung, dass auch deutlich retardierte Trajektorienanteile gefunden werden konnten,
obwohl nur Trajektorien in chromatinfreien nukleoplasmatischen Bereichen analysiert wurden.
Hier deutete sich erstmals ein bisher unbekannter, hoher Einfluss chromatinunabhéngiger Bin-
dungen an, welcher im Sadugerzellsystem verborgen blieb. Diese Entdeckung war nur aufgrund
der einzigartigen Struktur der Speicheldriisenzellkerne von C. tentans moglich, was sie zu ei-
nem herausragenden Modellsystem zur Untersuchung der nukleoplasmatischen mRNP-Mobilitét

macht.

1.2 Die Speicheldriisenzellkerne von Chironomus tentans als Mo-

dellsystem

Chironomus tentans (dt. Zuckmiicke) gehort zu der Insektenordnung der Dipteren und ist ein
enger Verwandter der bekannten Fruchtfliege Drosophila melanogaster [Daneholt, 2001b]. Der
komplette Lebenszyklus dauert ca. 4-6 Wochen und kann grob in 4 Stadien eingeteilt werden:
Ei-, Larven- und Puppenstadium sind aquatisch, das Imagostadium nicht [Wieslander, 1994]. Die
adulte weibliche Zuckmiicke (siehe Abbildung 1.2 A) legt einmal in ihrem Leben einen Eistrang
ins Wasser ab, welcher aus 300 bis 3000 Einzeleiern besteht, die in eine gelartige Masse eingebet-
tet sind. Nachdem die Larven, zu diesem Zeitpunkt kaum einen Millimeter grofl, unter Wasser
geschliipft sind, verlassen sie den Eistrang und beginnen eine Réhre zu bauen, in welcher sie
bis zum Ende des Puppenstadiums leben und wachsen. Die Rohre wird aus umherschwimmen-
den Partikeln gebildet, welche die Larven mit Hilfe seidenartiger Speichelproteine, die in ihren
Speicheldriisen gebildet werden, verkleben. Die réhrenférmige Behausung wird kontinuierlich der
Larvengrofle angepasst und stédndig ausgebessert. Nach einigen Wochen haben Larve und Réhre
eine Linge von ca. 2 cm erreicht (siche Abbildung 1.2 A, unten). Die Verpuppung der Larve fin-
det ebenfalls innerhalb der Behausungsrohre statt. Nach Abschluss der Metamorphose steigt die
Puppe zur Wasseroberflache auf, wo die adulte Zuckmiicke schliipft. Diese lebt nur wenige Tage,
die zur Reproduktion genutzt werden, womit sich der Lebenszyklus schliefit. C. tentans kann mit
relativ geringem Aufwand unter Laborbedingungen kultiviert werden (siehe Kap. 2.2.1).

Das Larvenstadium selbst kann wiederum in 4 Stadien aufgeteilt werden. Diese Stadien werden
in der englischsprachigen Literatur 1st - 4th instar genannt und ergeben sich durch die Beschaf-
fenheit der Larvenhaut [Ineichen et al., 1983]. In dieser Arbeit wurden Larven aus dem letzten,
unmittelbar vor der Verpuppung liegenden Stadium (4th instar) benutzt (siehe Kapitel 2.2.2).
Die Larve ist fiir Untersuchungen zum nukleoplasmatischen Transport die eigentlich interessante

Erscheinungsform. Sie besitzt 2 Speicheldriisen, welche im 4. Larvenstadium aus 30 - 40 Zellen
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bestehen (siehe Abbildung 1.2 B). Eine Speicheldriise ist etwa 1.5 mm lang, 0.75mm breit und
0.15mm hoch. Sie ist damit auch mit blofem Auge sichtbar, was die Priparation dieser Gewebe
moglich macht (siehe Kap. 2.2.2). Die einzelnen speichelproduzierenden Zellen sind mit bis zu
200 pm Durchmesser sehr groff und ragen sattelférmig in das Lumen der Speicheldriise. Sie ent-
halten einen entsprechend groflen Zellkern, welcher typischerweise einen Durchmesser von etwa
75 pm aufweist (zum Vergleich: der Zellkerndurchmesser einer HeLa-Zelle betrégt etwa 10- 15 pum,
siehe auch 1.3 B) und eignen sich daher allein aufgrund ihrer Grofle gut fiir die auflésungsbe-
grenzte Lichtmikroskopie. Abbildung 1.3 A zeigt eine préparierte Speicheldriise, aufgenommen
mit einem 20x Objektiv. Die einzelnen Zellen (schwarze Umrandung), ebenso wie die Zellkerne
(Nuc), sind auch bei dieser geringen Vergréfierung bereits zu erkennen.

C. tentans besitzt 4 unterschiedliche Chromosomen. Alle Speicheldriisenzellkerne durchlaufen
mehrere DNA-Replikationszyklen, ohne sich dabei zu teilen (Endomitose), wodurch polyploide
Zellkerne entstehen. Die Speicheldriisenzellkerne von C. tentans unterscheiden sich zusétzlich
aber auch morphologisch von typischen Sdugerzellkernen. Besonders ist hier, dass sich die Chro-
matiden der 4 Chromosomen auch nach den Teilungen nicht voneinander trennen. Die Chro-
mosomen werden dabei polytédn, d.h. sie enthalten 8000 bis 16000 Chromatiden, welche genau
aneinander aliniert vorliegen und auch in der Interphase dicht gepackte Chromosomen bilden.
Abbildung 1.3 B zeigt eine aus mehreren konfokalen Schichtaufnahmen errechnete Darstellung
der Polytdnchromosomen eines einzelnen Zellkerns aus einer speichelproduzierenden Zelle. Die
DNA einer fixierten Speicheldriisenzelle wurde hier mit Propidiumiodid angefirbt. Die morpho-
logischen Unterschiede zwischen den Speicheldriisen- und Sdugerzellkernen werden insbesondere
bei einem Vergleich mit Abbildung 1.1 deutlich.

Speicheldrisen

&

)

i~
",’\_
(J
B, =
s
y Vg //SC\\
= K s Eh)
/ e
¥ £48 ”
5

Eistrang

J

Abbildung 1.2: Die Biologie von C. tentans (I) (A) Der Lebenszyklus von C. tentans. Die Larve lebt
aquatisch in einer Behausung, die aus Speichelproteinen besteht (siche unten). Z.T. aus [Daneholt, 2001b]
(B) Eine Larve enthdlt 2 Speicheldriisen (Mitte), welche aus 30 - 40 speichelproduzierenden Zellen beste-
hen (unten). Verdindert nach [Wieslander, 199/).
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Die Polytdnchromosomen zeigen ein gut sichtbares Bandenmuster [Wehner, 1995]. Dieses Ban-
denmuster lasst Riickschliisse auf den aktuellen Faltungsstatus des jeweiligen DNA-Abschnitts
und damit auch auf den aktuellen Transkriptionsstatus zu. So entspricht eine optisch dichte Ban-
de funktionell eher dem Heterochromatin des Sdugerzellkerns, wo eine rdumlich dichte Packung
vorherrscht und keine Transkription stattfindet. Die optisch weniger dichten Bereiche entspre-
chen aktiven Transkriptionsorten, in welchen die DNA aufgefaltet vorliegt (engl. puffs). Jedes
Polytédnchromosom hat einen Durchmesser von bis zu 10 um und eine Lénge von 45 bis 100 um,
wobei Chromosom IV das kleinste ist (siehe Abbildung 1.3 C). Trotz der vermeintlichen mor-
phologischen Ahnlichkeit der Polytéinchromosomen mit den bei der Mitose/Meiose auftretenden
kondensierten Chromosomen der Sdugerzellen, muss betont werden, dass die Polytdnchromoso-
men funktionell den Interphasechromosomen der Séugerzellen entsprechen.

Die Speicheldriisenzellkerne von C. tentans sind also neben ihrer Gréfe fiir mRNP Mobilitétsun-
tersuchungen deshalb so interessant, weil die DNA auch wéhrend der Interphase nur in ganz di-
stinkten Bereichen, den Polytdnchromosomen, vorliegt und einen grofien DNA-freien Nukleoplas-
mabereich freigibt. Hier ertffnet sich die einzigartige Situation, die mRNP-Mobilitéit unabhéngig
von strukturell behindernden Effekten des Chromatins zu untersuchen, welches in Séugerzellker-
nen die maflgebliche Kernstrukturkomponente ist. Entsprechend kann man den Speicheldriisen-
zellkern also in 4 Hauptkompartimente aufteilen (siehe Abbildung 1.3 B): die Kernmembran (M),
die Polytinchromosomen (PT), die Nukleoli (assoziiert mit den Chromosomen II und III, durch
Propidiumiodid nicht angeféirbt) und das Nukleoplasma (N). Die Charakterisierung des nukleo-
plasmatischen Kompartiments hinsichtlich der Viskositéit und der funktionellen Feinstruktur war

eines der Ziele dieser Arbeit.

Abbildung 1.3: Biologie von C. tentans (II) (A) Fine freipriparierte Speicheldrise im Durchlicht.
Einzelne speichelproduzierende Zellen (schwarze Umrandung) sind zu erkennen. Nuc, Zellkern. Balken:
100pum. (B) Zellkern einer speichelproduzierenden Zelle (gestrichelte Umrandung). Die Polytinchromo-
somen (PT) wurden mit Propidiumiodid gefirbt. Das Nukleoplasma (N) ist frei von Chromatin. M,
Kernmembran, C, Cytoplasma. Balken: 5um. Zum Gréflenvergleich ist oben rechts der schematische
Siugerzellkern aus Abb. 1.1 mafstabsgetreu eingezeichnet. Verdndert nach [Veith, 2007]. (C) Lichtmi-
kroskopische Aufnahme der isolierten 4 Polytinchromosomen. An Chromosom II und III befindet sich
je ein Nukleolus (Nu). An Chromosom IV sind die beiden grifiten Transkriptionsstellen BR1 und BR2
zu erkennen. Balken: 5 um. Verdndert nach [Daneholt, 2001b]. (D) Elektronenmikroskopische Aufnahme
eines Teils von Chromosom IV. Die Feinstruktur der Transkriptionsstellen BR1 und BR2 ist zu erkennen.
Naszierende mRNP-Partikel werden sichtbar (Pfeile). Balken: 2pum. Verindert nach [Daneholt, 2001a].
(E) Oben: Elektronenmikroskopische Aufnahme des Grenzbereichs Transkriptionsstelle/Nukleoplasma.
Naszierende BR2 mRNP-Partikel sind im Bereich der Transkriptionsstelle (Tr) zu erkennen (dicker
Pfeil). Auch im Nukleoplasma finden sich BR mRNPs (diinne Pfeile, schwarzer Kasten). Verdndert nach
[Siebrasse et al., 2008]. Unten: Schematische Darstellung der Genese eines BR mRNPs von der Tran-
skription bis zum Ezport. Verdndert nach [Daneholt, 2001a] (F) Elektronenmikroskopische Aufnahme
eines vereinzelten BR mRNPs in starker Vergrifierung. Balken: 50 nm. Aus [Daneholt, 2001b]. (G) Ge-
mittelte elektronentomographische Aufnahme mehrerer BR mRNPs. 4 Domdnen sind zu erkennen. Das
5-Ende der mRNA befindet sich in Domdine 1. Aus [Daneholt, 2001b]. (H) Schematische Darstellung
des BR 2.1-Gens. Die 4 Pfeile kennzeichnen die Bereiche der Introns. Aus [Wieslander, 1994).
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Einige der Speichelproteine, welche die Larve zum Aufbau ihrer Wohnrohre benutzt, sind mit
einem Molekulargewicht von 1 bis 1.4 MDa auflergewthnlich grofl. Die korrespondierenden Gene
weisen eine entsprechende Grofle von bis zu 42 kb auf. Die drei groiten Gene liegen auf Chromo-
som IV. Sie bilden, wenn transkriptionell aktiv, besonders grof3 aufgefaltete Chromatinbereiche,
welche mikroskopisch nach entsprechender Anfarbung als zwei gut sichtbare Transkriptionsstel-
len, die sogenannten Balbiani Ringe (kurz BR, nach ihrem Entdecker Balbiani benannt) BR1
und BR2 in Erscheinung treten (siehe Abbildung 1.3 C). BR2 enthilt 2 Genloci, BR2.1 und
BR2.2. Die aus den BR1- und BR2-Genen entstehenden Proteine stellen die Hauptbestandtei-
le der Wohnrohre dar, in welcher die Larve lebt. Sie miissen daher stédndig in groflen Mengen
synthetisiert werden, was die evolutive Entwicklung solcher Riesenchromosomen mit ihren bis zu
16 000 Genkopien mit bewirkt haben diirfte.

Bertil Daneholt und Mitarbeiter haben in den letzten 40 Jahren die Transkription der BR-Gene
sowie den Transport und Export der korrespondierenden mRNPs mit Hilfe elektronenmikrosko-
pischer Methoden intensiv erforscht. Dadurch ist der mRNP-Transport im Speicheldriisenzellkern
von C. tentans morphologisch deutlich besser verstanden als in allen anderen Systemen. Viele
der ganz allgemeinen Informationen wie, wo und zu welchem Zeitpunkt mRNPs produziert und
prozessiert werden, wurden erstmals in C. tentans ermittelt und gelten nach wie vor auch als
Referenz fiir die mRNP-Prozessierung im Saugerzellkern.

Abbildung 1.3 D zeigt eine elektronenmikroskopische Aufnahme eines Teils von Chromosom
IV mit den beiden Transkriptionsstellen BR1 und BR2. Die Transkriptionsstellen setzen sich
hier hauptséchlich aus korpuskuldren Strukturen (Pfeile) zusammen, die dem Polyténchromosom
(PT) anliegen. Vergroflert man den Bereich an einer Transkriptionsstelle weiter (Abbildung 1.3 E,
oben), so zeigen sich die korpuskuldren Strukturen (Pfeil) nicht nur an der Transkriptionsstelle
(Tr), sondern auch im Nukleoplasma (abgegrenzt durch die gestrichelte Linie). Diese korpus-
kuldren Strukturen entsprechen den mRNPs der BR-Gene (BR1, BR2.1 und BR2.2) und sind
die einzigen endogenen mRNP-Partikel, die in derart hoher Auflésung in situ visualisiert werden
konnten. Wie oben beschrieben, werden die wachsenden mRNA-Strange kotranskriptionell mit
Verpackungs- und Regulationsproteinen, den hnRNPs, umbhiillt. Im Falle der BR-Gene konnte die-
ser Vorgang in situ mit Hilfe der Elektronenmikroskopie verfolgt werden [Daneholt, 2001a]. Ab-
bildung 1.3 E zeigt unten schematisch den Ablauf der Transkription. Mehrere RNA-Polymerasen
laufen hintereinander an einem einzelnen der 8 000 - 16 000 Chromatinstringe entlang und synthe-
tisieren je ein mRNA-Molekiil [Lamb and Daneholt, 1979]. Dieses wird durch kotranskriptionelle
sukzessive Anlagerung der hnRNPs in eine héher geordnete Struktur, den BR mRNP, gefaltet.
Der mRNA-Strang liegt im mRNP-Partikel um einen filamentartigen Proteinkern gewunden vor,
womit bestimmte Sequenzbereiche der mRNA von auflen, d.h. vom Nukleoplasma aus, zugéinglich
bleiben [Lonnroth et al., 1992]. Dies ist eine entscheidende Voraussetzung um die BR mRNPs mit
homologen Oligonukleotiden spezifisch und selektiv anfirben zu kénnen (siehe unten). Man geht
davon aus, dass die hier beschriebenen Vorgidnge der mRNA-Transkription und Prozessierung
genauso oder sehr &hnlich in Sdugerzellen stattfinden.

Nach dem Abschluss der Transkription werden die BR mRNPs ins Nukleoplasma entlassen. Abbil-
dung 1.3 F zeigt einen solchen BR mRNP-Partikel in der elektronenmikroskopischen Vergroferung
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(Kreis). Die im Nukleoplasma befindliche Population von BR mRNPs setzt sich hauptséchlich
aus Produkten der BR1- und BR2-Gene zusammen [Skoglund et al., 1986]. Unter physiologischen
Bedingungen ist BR2.1 das am aktivsten transkribierte Gen, wihrend BR1 eine mittlere Akti-
vitéit aufweist und BR2.2 nur eine geringe Aktivitét zeigt. Mit Hilfe der Elektronentomographie
konnte die durchschnittliche rdumliche Struktur eines BR mRNPs ermittelt werden, der sich frei
im Nukleoplasma befindet und aufgrund der unterschiedlichen Genaktivitdten hauptsichlich die
Struktur eines BR2.1 mRNPs wiederspiegelt (siehe Abbildung 1.3 G). So dhnelt der nukleoplas-
matische mRNP-Partikel der Form eines Doughnuts, in welcher 4 Doménen abgegrenzt werden
konnen. Dabei liegt in Doméne 1 das 5’-Ende der aufgewundenen mRNA| in Doméne 4 das 3’-
Ende.

Die Sequenz des BR2.1-Gens, dessen mRNPs in dieser Arbeit untersucht wurde, ist in Abbildung
1.3 H dargestellt. Alle BR-Gene, so auch BR2.1, enthalten 4 kurze Introns, 3 nahe dem 5-Ende
der mRNA, eins nahe dem 3’-Ende (siehe Pfeile). Das Spleiflen der ersten 3 Introns erfolgt kotran-
skriptionell, wihrend das letzte Intron sowohl ko- als auch posttranskriptionell gespleifit werden
kann [Kiseleva et al., 1994, Baurén et al., 1998]. Die den BR-Genen korrespondierenden mRNA-
Stringe werden durch das Spleifien nur geringfiigig verkiirzt [Wieslander, 1994], womit die BR2.1
mRNA eine Linge von bis zu 32kb behélt. Das zentrale Exon 4 zwischen dem 3. und 4. Intron
ist das grofite und enthélt repetitive Einheiten von 200 bp Lénge, welche in 130 bis 150 Kopien
vorliegen und damit fiir die leicht variable Lange der mRNA verantwortlich sind. Auf Nukleotid-
ebene ist die Basensequenz der repetitiven Einheiten nahezu identisch [Wieslander, 1994]. Die
einzelnen repetitiven Einheiten selbst enthalten ebenfalls eine interne repetitive Sequenz (SR in
Abbildung 1.3 H), sowie eine nicht repetitive Region C. Die SR-Bereiche der repetitiven Einhei-
ten enthalten 8 sich wiederholende DNA-Stiicke mit einer Lénge von 24 bp (in Abbildung 1.3
H als korrespondierende Aminosiuresequenz angegeben). Insgesamt besteht also der grofite Teil
der BR-Gene und damit auch der hier untersuchten BR2.1 mRNA aus hochrepetitiven Einhei-
ten. Damit besteht eine hohe Wahrscheinlichkeit, dass die oben beschriebenen nukleoplasmatisch
zugénglichen Bereiche der im mRNP aufgewundenen mRNA aus repetitiven Einheiten bestehen.
So ergibt sich von Natur aus die auflergewohnliche Moéglichkeit, die BR mRNPs mit fluoreszenz-
markierten, zu den bekannten repetitiven Sequenzen homologen Oligonukleotiden spezifisch zu
markieren. Solche Oligonukleotide kénnen durch Mikroinjektion in einen Speicheldriisenzellkern
eingebracht werden (siehe Kapitel 2.2.4). Dass die BR2.1 mRNPs so tatséchlich reproduzierbar
und effektiv in vivo markiert werden kénnen, konnte ich bereits in meiner Diplomarbeit zeigen
[Veith, 2007]. Die Moglichkeit, einen endogenen mRNP-Partikel relativ einfach spezifisch mar-
kieren zu konnen ist ein weiterer Vorteil des C. tentans-Systems, der im Sdugerzellsystem nicht
gegeben ist.

Ein fertig transkribierter BR mRNP weist, abgesehen von seiner Grofle, alle Eigenschaften eines
typischen (Sduger-)mRNPs auf: 5’-Kappe, einen Poly(A)-Schwanz und Exons [Visa et al., 1996b,
Baurén and Wieslander, 1994, Baurén et al., 1998]. Er besteht im Mittel aus ungefihr 400 bis
500 hnRNP-Proteinen [Wurtz et al., 1990], von denen viele bereits identifiziert werden konn-
ten (fiir eine komplette Ubersicht siche [Kiesler and Visa, 2004]). Abhingig von ihrer Funkti-

on verhalten sich diese Proteine wihrend mRNP-Entstehung und -Transport unterschiedlich
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[Wurtz-T et al., 1996, Visa et al., 1996a]. Damit zeigte sich, dass die den mRNP aufbauenden
Proteine nach verschiedenen Mustern im mRNP angeordnet sind, wenige oder viele, gleichmé&fig
verteilt oder spezifisch lokalisiert und mit hochst unterschiedlichem Bindungszeitpunkt und un-
terschiedlicher Verweildauer. Das ist der Grund warum man heute ganz allgemein davon ausgeht,
dass mRNP-Aufbau und -Transport hoch dynamische Prozesse sind [Daneholt, 2001a].

Neben dem Vorteil der hohen rdumlichen Auflésung hat die Elektronenmikroskopie den Nachteil,
dass nur fixierte und somit tote Préparate untersucht werden kénnen, die immer nur eine Moment-
aufnahme der physiologischen Prozesse ermoglichen. Damit blieb die dem BR mRNP-Transport
zugrundeliegende Dynamik grofitenteils verborgen. Singh et al. haben trotzdem elektronenmi-
kroskopisch versucht zumindest einen ersten Eindruck der mRNP-Mobilitét in vivo zu erhalten
[Singh et al., 1999]. Dafiir wurden die Larven unterschiedliche Zeiten lang mit BrUTP inkubiert,
einem Basenanalogon, welches nach Einbau in die mRNA mit Hilfe von immunoelektronenmi-
kroskopischen Methoden nachgewiesen werden kann. Nach definierten Inkubationszeitrdumen
wurden die Speicheldriisen prépariert und fixiert und elektronenmikroskopisch untersucht. Mit
Hilfe eines anti-BrUTP-Antikorpers konnten die BR mRNPs, in welche bereits BrUTP eingebaut
worden war, selektiv markiert und ihre Distanz zur Transkriptionsstelle, in Abhéngigkeit der ver-
strichenen Zeit seit BrUTP-Gabe, bestimmt werden. So konnten die Autoren zeigen, dass sich die
BR mRNP-Partikel mit zunehmender Zeit immer weiter vom Transkriptionsort entfernten. Sie
konnten dadurch einen minimalen nukleoplasmatischen Diffusionskoeffizienten der BR mRNPs
von > 0.12 um?/s abschiitzen. Es ist mittlerweile bekannt, dass dieser abgeschitzte minimale
Diffusionskoeffizient erstaunlich gut zu in vivo-Ergebnissen passt.

Das C. tentans-System bietet aufgrund der Lokalisierung des gesamten Chromatins in distinkten
Polytanchromosomen die einzigartige Moglichkeit die Interaktion von mRNPs mit nukleoplasma-
tischen Nichtchromatinstrukturen zu visualisieren, was in Sdugerzellen aufgrund des entfalteten
Interchromatins bisher nicht moglich war. Bereits 1986 fanden Skoglund et al. mit Hilfe elektro-
nentomographischer Analysen in vitro erste Hinweise darauf, dass die BR mRNPs an nukleoplas-
matische Nichtchromatinstrukturen binden kénnen [Skoglund et al., 1986]. Miralles et al. haben
diese Strukturen elektronentomographisch genauer untersucht [Miralles et al., 2000]. Sie konnten
zeigen, dass zu einem gegebenen Zeitpunkt nur etwa 25% aller nukleoplasmatischen BR-Partikel
frei im Nukleoplasma vorliegen (Abbildung 1.4 A, I). Der grofite Teil (44% der BR mRNPs) lag
dicht assoziiert mit gréferen nukleoplasmatischen Strukturen bzw. Komplexen vor (Abbildung
1.4 A, II). Der verbleibende Teil der untersuchten BR mRNP-Partikel (31%) wies einen faserarti-
gen Fortsatz (connecting fiber, kurz CF) variabler Linge auf (Abbildung 1.4 A, III und IV, bzw.
B). Etwa 20% aller mRNPs mit Fortsatz miindeten in iiber einige hundert Nanometer ausgedehn-
te, netzartige Strukturen, welche die Autoren fibrogranular clusters (kurz FGCs) nannten (siehe
Abbildung 1.4 A, V). Damit konnten erstmals moglicherweise auch funktionell verschiedene Po-
pulationen von BR mRNPs nachgewiesen werden. Die genaue Funktion der CFs und der FGCs
ist bisher nicht bekannt [Kiesler and Visa, 2004]. Die CFs haben einen Durchmesser von 7nm
und eine Lange zwischen 15 und 50 nm. Als Hauptbestandteil konnte das Protein hrp65-1 iden-
tifiziert werden, ein etwa 65 kDa grofies RNA-bindendes Protein, welches selbst kein Bestandteil
des mRNPs ist [Miralles et al., 2000]. hrp65-1 ist eng verwandt mit den humanen Proteinen PSF,
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Abbildung 1.4: Biologie von C. tentans (III) (A) Ubersicht iiber die elektronentomographisch gefundenen
nukleoplasmatischen Zustinde der BR mRNPs. Die Domdnen der BR mRNPs sind gekennzeichnet. FGC,
fibrogranular cluster. Balken: 25nm. (B) Links, roter Kreis: Lokalisation des hrp65-1-Proteins in der
connecting fiber (CF). Rechts: Schematische Struktur des hrp65-1-Proteins. Die Aminosiurenummern
sind eingezeichnet. (C) Modell zur BR mRNP-Mobilitit im Nukleoplasma. Alle Bilder verdndert nach
[Miralles et al., 2000].

p54™® und PSP1, sowie mit dem Drosophilaprotein NonA /BJ6. Diese multifunktionalen Proteine
sind in verschiedenste nukleéire Prozesse wie Transkriptionsregulation, mRNA-Spleilen und Re-
tention defekter mRNAs im Zellkern eingebunden. Alle diese Proteine weisen, wie hrp65-1 auch,
eine drosophila behaviour and human splicing-Doméne (kurz DBHS) auf und stehen in enger
Verbindung mit den erst kiirzlich entdeckten paraspeckles, einem weiteren Kernkorper-Subtyp.
Ob paraspeckles auch in C. tentans vorkommen wurde bisher nicht untersucht.

hrp65-1 zeigt eine hohe Tendenz zur Oligomerisation in witro, was eine Aufreinigung des Prote-
ins entsprechend erschwert (siehe Ergebnisse), jedoch gut zu einem faserbildenden Protein passt
[Kiesler et al., 2003]. Hrp65-1 kommt in C. tentans in 2 weiteren Isoformen vor, hrp65-2 und
-3. Die Isoformen entstehen durch alternatives Spleifien der hrp65-pra-mRNA und unterscheiden
sich nur in ihrem C-Terminus [Miralles and Visa, 2001]. Hrp65-2 spielt zusammen mit Aktin, fiir
welches es in seiner C-terminalen Doméne (kurz CTS) eine Bindungsdoméne aufweist, eine Rolle
bei der Transkription [Percipalle et al., 2003, Percipalle and Visa, 2006]. Hrp65-3 wurde nur in
einer Zelllinie embryonalen Ursprungs gefunden. Hrp65-1 hingegen ist als Bestandteil der CF's
die hiufigste Isoform im Zellkern. Es sitzt im proximalen Teil der CFs was in Abbildung 1.4 B
(links) durch die rote Markierung angedeutet ist [Miralles et al., 2000]. Abbildung 1.4 B (rechts)
zeigt schematisch den Aufbau des hrp65-1-Proteins [Miralles and Visa, 2001, Kiesler et al., 2003].
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Die CTS-Sequenz des Proteins enthélt einen Abschnitt, welcher als nuclear localization sequence
(kurz NLS) identifiziert werden konnte und fiir den Import des Proteins in den Zellkern sorgt.
Uber zwei RNA recognition motive-Dominen (kurz RRM) kann das Protein RNA binden. Eine
protein binding domain (kurz PBD), welche aufgrund der Gleichheit der ersten 499 Aminosiur-
en alle hrp65-Isoformen aufweisen, ermdoglicht die Wechselwirkung der Isoformen mit sich selbst
(Homooligomerisation) und untereinander (Heterooligomerisation). Uber die PBD-vermittelte In-
teraktion von hrp65-1 und hrp65-2 wird die hrp65-2-Isoform, welche keine eigene NLS aufweist,
in den Zellkern transportiert [Kiesler et al., 2003].

Die CTS-Sequenz der hrp65-Isoformen ist also fiir ihre spezifischen Funktionen entscheidend,
wéhrend die PBD-Doméne ihre Vernetzung ermoglicht. Den Einfluss dieser beiden Doménen auf
die BR mRNP-Mobilitdt zu untersuchen war eines der wichtigsten Ziele dieser Arbeit.

Die elektronentomographische Analyse der nukleoplasmatischen Strukturen brachte einerseits ei-
ne hohe raumliche Auflésung mit sich, hatte andererseits jedoch den Nachteil keine kinetischen
Daten zu Bindungsprozessen zu liefern. Miralles et al. konnten daher nur aufgrund ihrer statischen
Daten ein erstes Modell vorschlagen, wie die Bindung der BR mRNPs an nukledre Strukturen
ihre Mobilitét beeinflussen kénnte und welche Rolle die CFs dabei moglicherweise spielen (siche
Abbildung 1.4 C). Hierbei wurde angenommen, dass die CF-vermittelte Interaktion der BR-
Partikel mit den FGCs einerseits transient oder aber stabil bis zum Export sein kénnte. Eine
stabile Interaktion, spekulierten die Autoren, kénnte mit einem gerichteten Transport der BR
mRNPs zur Kernpore verbunden sein. So wurde angenommen, dass der mRNP nach Abschluss
der Transkription und kurzer freier Diffusion eine stabile Verbindung mit den FGCs eingeht (1
bis 3 in Abbildung 1.4 C). Diese konnten dann ein gerichtetes Gleiten zur Kernpore ermoglichen
(4 und 5b in Abbildung 1.4 C). Es ist jedoch mittlerweile bekannt, dass die BR2.1 mRNPs keinen
gerichteten nukleoplasmatischen Transport zeigen [Veith, 2007, Siebrasse et al., 2008]. Allerdings
deuteten schon die in [Siebrasse et al., 2008] vorgestellten Daten vermehrte transiente Interak-
tionen der BR2.1 mRNPs mit Nichtchromatinstrukturen an (siche oben und folgendes Kapitel).
Dies wiirde im Modell von Miralles et al. dem Weg 1-5a in Abbildung 1.4 C entsprechen. Die-
ses Modell beriicksichtigt jedoch nicht die Moglichkeit, dass es auch zu mehrfachen transienten
Bindungen der BR mRNPs an die FGCs kommen koénnte. Dass diese Moglichkeit jedoch nicht
vernachléssigt werden darf, zeigen die Ergebnisse der hier vorliegenden Arbeit.

Die Interaktionen der BR mRNPs mit den FGCs sind - unabhéngig von ihrer Dauer - generell
endlicher Natur, da 80 bis 100% aller synthetisierten BR mRNPs ins Cytoplasma exportiert wer-
den, also einen gebundenen Zustand frither oder spéter wieder verlassen [Edstrom et al., 1978].
Die Interaktionen der BR mRNPs mit den FGCs in vivo nachzuweisen war ebenfalls eines der
Hauptziele dieser Arbeit (siche néchstes Kapitel).

In einer aktuellen Studie aus der Daneholt-Arbeitsgruppe wurden Hinweise auf eine enge Kopp-
lung von Transkription und Export gefunden [Kylberg et al., 2008]. So zeigten Kylberg et al.,
dass in isolierten Speicheldriisen, deren Transkription durch Actinomycin D bzw. DRB gehemmt
war, die Anzahl der BR mRNPs im Nukleoplasma konstant blieb. Die Inhibition der Transkripti-
on ging also zugleich mit einer Inhibition des mRNP-Exports einher. Die Autoren konnten zeigen,

dass die Zahl der an Kernporen gebundenen mRNPs binnen 90 Minuten nach Applikation von
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Actinomycin D oder DRB signifikant abnahm, die mRNPs also nach der Transkriptionshem-
mung nicht mehr in der Lage waren an die Kernpore zu binden. Dies kénnte, so die Spekulation
der Autoren, auf eine durch die Transkriptionshemmung induzierte stabile Bindung der noch
im Zellkern verbleibenden mRNPs an nukledre Strukturen ohne erneute Freisetzung zuriick-
zufithren sein, was zu einer deutlichen Retardierung der mRNP-Mobilitét fithren sollte (,mRNPs
in Wartestellung“, siehe Diskussion). Ob Actinomycin D oder DRB tatséchlich den vermuteten
retardierenden Einfluss auf die BR mRNP-Mobilitéit haben, sollte im Rahmen der vorliegenden
Dissertation ebenfalls gekliart werden.

Der Transport endogener mRNP-Partikel im Speicheldriisenzellkern von C. tentans ist morpholo-
gisch so detailliert untersucht worden, wie fiir kein anderes System. Dies ist zweifelsfrei eine Folge
seiner besonderen strukturellen Voraussetzungen, insbesondere jener, die BR mRNPs alleine auf-
grund ihrer Grofle elektronenmikroskopisch visualisieren zu kénnen. Dass sich diese mRNPs auch,
wie oben beschrieben, fluoreszenzmikroskopisch hervorragend markieren lassen darf als Gliicks-
fall gewertet werden. So steht ein System zur in vivo-Untersuchung des Transports endogener
mRNPs in chromatinfreien Nukleoplasmabereichen zur Verfiigung, das gleichzeitig einzigartige
Verkniipfungsmoglichkeiten mit bereits vorliegenden ultrastrukturellen Erkenntnissen erméglicht.
Dadurch stellen die Speicheldriisenzellkerne von C. tentans ein ideales Modellsystem zur Unter-

suchung der nukleoplasmatischen mRNP-Mobilitét dar.

1.3 Motivation und offene Fragestellungen

In [Veith, 2007] und [Siebrasse et al., 2008] war es erstmals gelungen die Diffusion der endoge-
nen BR2.1 mRNPs in Echtzeit mit einer bis dato nicht erreichten Zeitauflosung abzubilden und
die Dynamik der mRNP-Mobilitdt losgelost vom Einfluss des in Sdugerzellen strukturbestim-
menden Chromatins zu analysieren. Der sich andeutende grofie Einfluss chromatinunabhéngiger
Bindungen war unerwartet und warf viele neue Fragen nach der strukturellen Organisation des
chromatinfreien Nukleoplasmas auf. Wie in Kapitel 1.1 bereits kurz angesprochen, wurden mit
Hilfe von DNA-Oligonukleotiden und einer tiefgehenden Trajektorienanalyse 4 Diffusionskompo-

nenten der BR2.1 mRNPs im chromatinfreien Nukleoplasma gefunden:

Dipna = 3.74 £ 1um?/s (15 £ 3%)
Dirpna = 0.64 £ 0.04 um?/s (66 + 2%)
Dirrpna = 0.23 um?/s (19 + 3%)
Drv.ona = 0.015 um? /s (0.7 & 0.3%)

(in Klammern sind die relativen Anteile der Komponenten angegeben). Dies zeigte erstmals, dass
ein endogener mRNP auch in Bereichen, in welchen kein entfaltetes Chromatin vorliegt, eine
sehr komplexe Mobilitdt aufweist. Insbesondere die deutlichen Retardierungen konnten nicht auf
Chromatinhindernisse zuriickgefithrt werden. Die Frage, welche Strukturen wie fiir diese Retar-
dierung verantwortlich sind, konnte zum damaligen Zeitpunkt nicht beantwortet werden, jedoch
lag ein Zusammenhang mit den von Miralles et al. gefundenen FGCs nahe. Die ermittelten

Diffusionskomponenten fanden sich teilweise zusammen in einzelnen Trajektorien wieder, was
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in [Siebrasse et al., 2008] als , diskontinuierliche mRNP-Diffusion“ bezeichnet wurde. Eine dort
durchgefithrte MSD-Analyse zeigte einen anomalen Verlauf und deutete somit Hindernisse bzw.
Bindungsstellen im chromatinfreien Nukleoplasma an.

So konnten wir schon in dieser Publikation zeigen, dass der Einfluss des Chromatins im S&ugerzell-
kern einen Grofiteil der nukleoplasmatischen mRNP-Dynamik schlicht verdeckt hatte, womit sich
nun Fragen stellten, deren Relevanz erst im Lichte der Erkenntnisse aus [Siebrasse et al., 2008]

klar wurde und die stellvertretend fiir Fragen zur Mobilitéit aller endogenen mRNPs standen:

e Wieso zeigen die BR2.1 mRNPs in chromatinfreien Nukleoplasmabereichen mehrere Mobi-

litdtskomponenten?
e Wieso weisen einzelne Trajektorien mehrere dieser Mobilitdtskomponenten auf?

e Gibt es einen funktionellen Zusammenhang der mRNP-Retardierungen mit den von Miralles
et al. gefundenen FGCs?

e Wieso zeigen die BR2.1 mRNPs einen anomalen MSD-Verlauf im chromatinfreien Nukleo-
plasma, der ein Hinweis auf Bindungen bzw. Hindernisse ist, obwohl keine nukleoplasmati-

schen mRNP-Immobilisierungen gefunden werden konnten?

e Konnen tatsichlich spezifische Bindungen der BR2.1 mRNPs an nukleoplasmatische Struk-

turen identifiziert werden?

e Lassen sich Effektoren finden, welche die vermuteten spezifischen Bindungen beeinflussen

und so Hinweise auf die Bindungspartner liefern?

Wiéhrend die BR2.1 mRNP-Mobilitét in [Siebrasse et al., 2008] noch hauptséchlich deskriptiv
vorgestellt wurde, war es das Anliegen der hier vorliegenden Dissertation, konkrete Antworten
auf die oben gestellten Fragen zu finden und damit die Dynamik endogener BR2.1 mRNPs im Nu-
kleoplasma zu verstehen. Dazu sollten mehrere sich ergidnzende Mikroskopietechniken wie FCS,
FRAP und Einzelpartikeltracking angewandt werden. Aufbauend auf die Beantwortung dieser
Fragen sollte ein aktuelles Modell der nukleoplasmatischen BR2.1 mRNP-Mobilitdt entwickelt
werden. So sollte im Idealfall, neben dem grundlegenden Verstdndnis der mRNP-Mobilitdt im
C. tentans-System, eine integrierte Sicht auf die nukleire mRNP-Dynamik auch im Sdugerzell-
system gewonnen werden, um die z.T. widerspriichlichen Ergebnisse vergangener Studien zusam-
menzufiihren.

In [Veith, 2007] und [Siebrasse et al., 2008] wurden wir auflerdem mit zwei methodischen Pro-
blemen konfrontiert, welche die Zuverlédssigkeit des Einzelpartikeltrackings negativ beeinflussten

(siehe auch Diskussion):

1. Wegen der begrenzten Sensitivitdt des damals genutzten konfokalen Mikroskops mussten
hohe Konzentrationen der DNA-Oligonukleotide (10 nmol/mL) eingesetzt werden, um die
BR2.1 mRNPs ausreichend hoch markieren zu kénnen. Mit solch hohen Injektionskonzen-

trationen gelang es zwar die einzelnen BR2.1 mRNPs mit mehreren fluoreszenzmarkierten
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Oligonukleotiden zu markieren, so dass sie auch mit der wenig sensitiven CCD-Zeile des
konfokalen Linienscanners detektiert werden konnten. Als problematisch erwies sich hierbei
aber, dass im Speicheldriisenkern im Schnitt 70 bis 90 mRNP-Partikel pro pum? vorlie-
gen, von welchen der grofite Teil den BR2.1 mRNPs zuzuordnen ist [Kylberg et al., 2008].
Mit den hohen Oligonukleotidkonzentrationen wurden potenziell alle BR2.1 mRNPs im
Nukleoplasma markiert. Um die fiir das Einzelpartikeltracking unabdingbar notwendige
Vereinzelung der markierten BR2.1 mRNPs zu erreichen (<5 mRNP-Partikel pro um?),
mussten Bleichphasen von mehreren Minuten vor jeder Messungen in Kauf genommen wer-
den. Typischerweise wurde so 1/3 des Zellkernvolumens fiir bis zu 5 Minuten mit hochster
Laserleistung geblichen, bevor unmittelbar im Anschluss daran die Diffusion ungeblichener
BR2.1 mRNPs aus den Randbereichen verfolgt wurde. Trotz der langen Bleichphasen blieb
die Dichte der Signale relativ hoch. Dies wirkte sich negativ auf die Zuverléssigkeit des SP'T
aus, da die Wahrscheinlichkeit fiir Falschzuweisungen bei der Verkniipfung der Trajektorien
erhoht war (siehe Kapitel 2.2.8).

2. Nicht alle Mikroinjektionen waren erfolgreich, d.h. nicht immer waren die BR2.1-Trans-
kriptionsstelle bzw. nukleoplasmatische Signale sichtbar. Hier spielte moglicherweise die ge-

ringe Lebensdauer von DNA-Oligonukleotiden im Zellkern eine Rolle [Molenaar et al., 2001].

Diese beiden Probleme zu beheben, war eine unabdingbare Grundvoraussetzung fiir eine tief-
greifende Mobilitdtsanalyse der ermittelten Trajektorien, die nétig war, um die oben genannten

Fragen iiberhaupt beantworten zu konnen.
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Kapitel 2

Material und Methoden

2.1 Materialien

2.1.1 Chemikalien

In Tabelle 2.1 sind die Chemikalien aufgelistet, die im Rahmen dieser Arbeit verwendet wurden.

2.1.2 Medien und Puffer
2.1.2.1 Medien

Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) wurde bei Biochrom (Biochrom AG, Berlin) er-
worben, fotales Kélberserum (FCS) bei Hyclone (Thermo Scientific HyClone, Logan, USA).

2.1.2.2 Puffer

Tabelle 2.2 gibt eine Ubersicht iiber die verwendeten Puffer und deren Herstellung.

2.1.3 Sonstiges Verbrauchsmaterial

In Tabelle 2.3 sind sonstige Verbrauchsmaterialien aufgelistet.

2.1.4 Oligonukleotide und Molecular Beacons

Spezifische, zur BR2.1 mRNA homologe (BR2.1 RNA), und unspezifische, nicht homologe (CTR
RNA), fluoreszenzmarkierte Oligonukleotide wurden bei IBA bestellt (IBA GmbH, Gottingen).
Beide waren am 5’-Ende mit dem Fluoreszenzfarbstoff Atto647N markiert. Die Konzentration
der Stocklésung betrug jeweils 0.1 nmol/uL.

Spezifische (BR2.1 MB RNA) und unspezifische (CTR MB RNA) Molecular Beacons wurden von
Dr. Sanjay Tyagi (Public Health Research Institute Center, University of Medicine and Dentistry
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Name Beschreibung Firma
L-Glutamin Proteinogene Aminoséure Biochrom AG, Berlin
Penicillin Antibiotikum Biochrom AG, Berlin
Streptomycin Antibiotikum Biochrom AG, Berlin
PBS Puffergemisch, Feststoff Biochrom AG, Berlin
Gentamycin Antibiotikum Gibco, Invitrogen, Darmstadt
FITC-Dextran 150 kDa u. 500 kDa Sigma-Aldrich, Hamburg
DMSO Losungsmittel Sigma-Aldrich, Hamburg
Actinomycin D Feststoff Sigma-Aldrich, Hamburg
Poly-L-Lysin Losung Sigma-Aldrich, Hamburg
Amino-Dextran 500 kDa Invitrogen, Darmstadt

Atto647N Succinimidylester u. Maleimid Attotec, Siegen
Atto647 Succinimidylester Attotec, Siegen
BioRad-P6 Entsalzungséule, 6 kDa cutoff BioRad, Miinchen

Tris/HCl Puffersubstanz Carl Roth GmbH, Karlsruhe
KCH3COO Feststoff Carl Roth GmbH, Karlsruhe
NaCH3COO Feststoff Carl Roth GmbH, Karlsruhe
Mg(CH3COO), Feststoff Carl Roth GmbH, Karlsruhe
EGTA Feststoff Carl Roth GmbH, Karlsruhe
DTT Feststoff Carl Roth GmbH, Karlsruhe
KOH Feststoff Carl Roth GmbH, Karlsruhe
Natriumcitrat Feststoff Carl Roth GmbH, Karlsruhe
NaHCOs3 Feststoff Carl Roth GmbH, Karlsruhe
HEPES Puffersubstanz Carl Roth GmbH, Karlsruhe

Tabelle 2.1: Chemikalien

of New Jersey, USA) bezogen. Beide waren am 5’-Ende mit Atto647N und am 3’-Ende mit dem
Fluoreszenzloscher BHQ2 markiert. Die Stockkonzentration betrug jeweils 0.16 nmol/uL.

Alle Nukleotide wurden als 2’-O-Methyl-RNAs synthetisiert. Eine Ubersicht ist in Tabelle 2.4
gezeigt.

2.1.5 Aminodextran

Aminodextran mit einer molaren Masse von 500kDa wurde in 0.1 M Natriumhydrogencarbo-
natlosung mit einem pH-Wert von 8.0 gelost. Es wurde mit einem 5-fachen molaren Uberschuss
an Atto647-Succinimidylester fluoreszenzmarkiert. Die Markierungsreaktion wurde fiir 2 Stunden
bei Raumtemperatur durchgefiihrt. Freier Farbstoff wurde per Gelfiltration iiber eine Biorad-P6
Entsalzungssiule abgetrennt, welche zuvor frisch gepackt worden war. Das markierte Dextran
wurde schliefflich iiber eine Superosel2-Gelfiltrationssédule von kleineren Dextranfragmenten ab-

getrennt. Die finale Stocklosung wurde bei 4 ° C aufbewahrt.
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Puffer Herstellung
Eine 100mM Stocklésung wurde mit deionisiertem Wasser angesetzt
HEPES und der pH-Wert auf 7.3 eingestellt. Nach Sterilfiltration wurde die
Stocklosung bei 4 ° C aufbewahrt.
Transportpuffer wurde aus 20 mM Hepes/KOH (pH7.3), 110 mM
Kaliumacetat, 5mM Natriumacetat, 2mM Magnesiumacetat, 1 mM
Transportpuffer  pGTA und 2mM DTT in ionisiertem Wasser hergestellt. Aufgrund der
(TP) Zersetzung des DTTs wurde der Puffer nicht langer als 2 Wochen bei
4° C aufbewahrt.
Wurde als gebrauchsfertige Mischung bezogen, in 1 Liter deionisiertem
PBS Wasser gelost und der pH-Wert auf 7.3 eingestellt. Die Lésung wurde
bei 4 ° C aufbewahrt.
Tabelle 2.2: Puffer
Bezeichnung Beschreibung Firma
MatTek Schalen Zellkulturschalen MatTek Corporation, Ashland, USA
Femtotips II Mikroinjektionsnadeln Eppendorf, Hamburg
Microloader zum Beladen der Femtotips Eppendorf, Hamburg
Sterilfilter Porengrofie 0.22 pm TPP, Trasadingen, Schweiz
Fischfutter Larvenfutter sera GmbH, Heinsberg
Brennnesselpulver Larvenfutter Alfred Galke GmbH, Gittelde/Harz

Tabelle 2.3: Sonstiges Verbrauchsmaterial

2.1.6 Actinomycin D

5mg Actinomycin D wurden in 50 uL. DMSO gelost. Diese Losung wurde mit 950 ul. PBS auf-
gefiillt. Als Kontrolllosung wurden 950 pL. PBS mit 50 ul. reinem DMSO versetzt. In beiden

Losungen wurden spezifische RNA-Oligonukleotide jeweils 1:400 (von der Stocklosung) gelost.

2.1.7 hrp65-Peptide

Tabelle 2.5 beschreibt die Injektionslosungen der hrp65-1-Peptide. Alle Peptidlosungen wurden in

Kerne injiziert, in welche zuvor bereits spezifische RNA-Oligonukleotide 1:400 in Transportpuffer

injiziert worden waren (Doppelinjektion).
Die Synthese und Aufreinigung des hrp65-1-CTS-Peptids wurde bei der PSL GmbH, Heidelberg,

in Auftrag gegeben.

Das hrp65-PBD-Peptid wurde als GST(Glutathion-S-Transferase)-Fusionsprotein heterolog ex-
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Probenname Basensequenz u. Beschreibung
ACU UGG CUU GCU GUG UUU GCU UGG UUU GCU
BR2.1 RNA

CTR RNA

Homologe Sequenz zu einem repetitiven Abschnitt in der BR2.1 mRNA.

AGC AAA CCA AGC AAA CAC AGC AAG CCA AGU

Nichthomologe Kontrollsequenz.

cacg ACU UGG CUU GCU GUG UUU GCU UGG UUU GCU cgug
Homologe Sequenz zu einem repetitiven Abschnitt in der BR2.1 mRNA

BR2.1 MB RNA (siche BR2.1 RNA). Die unterstrichenen Bereiche bilden den Stamm

CTR MB RN

des Beacons.

cacg AGC AAA CCA AGC AAA CAC AGC AAG CCA AGU cgug
A Nichthomologe Kontrollsequenz (siehe CTR RNA). Die unterstrichenen

Bereiche bilden den Stamm des Beacons.

Tabelle 2.4: Oligonukleotide und Molecular Beacons

primiert, iiber GST-bindende beads aufgereinigt und als Stocklésung in 20 mM Tris/HCl-Puffer

gelagert. Zur Uberpriifung der Funktionalitéit wurde es mit einem 4-fach Uberschuss von Atto647-

Succinimidylester markiert. Die Experimente zur Untersuchung des Einflusses auf die BR2.1

mRNP Mobilitat

wurden mit unmarkiertem Protein durchgefiihrt.

Probenname

Aminosiuresequenz u. Beschreibung

hrp65-1-CTS

hrp65-PBD

DQGNRFDGPPQRGNVRPWNNNDRGHRDDFQNKRRRY
Sequenz aus [Miralles and Visa, 2001].
Injektionskonzentration: 60 mg/mL in TP.

RPCVVETFDHIDETDGFPEKSNDYYKARQNGPRFAEMGSFGTKWKQM
YDMYKQKHDALKREMQLEEEKLEAQMEYAKFEHETESLREQLRKREQ
DRDRQKKEWEDRERQADESRIRDEQQMRRQQDDMQMRMQRQDEEM
RRRQQENSL

Sequenz aus [Kiesler et al., 2003].

GST-Fusionsprotein.

Injektionskonzentrationen:

Markiert: 1.7 mg/mL in Tris/HCI.

Unmarkiert: 5.8 mg/mL in Tris/HCL.

Tabelle 2.5: Die hrp65-Peptide
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2.2 Methoden

2.2.1 Chironomus tentans-Aufzucht

Generelles zur Chironomus tentans-Aufzucht findet sich auch in [Veith, 2007]. Die Chironomus
tentans-Aufzucht fand in einem eigens hierfiir eingerichteten Raum statt, der stindig auf 17° C
gekiihlt wurde. Adulte Miicken wurden in einem Kifig auf einer Schale mit Leitungswasser ge-
halten, in welches die Weibchen nach Befruchtung die Eistringe ablegen konnten. Das Wasser
im Eiablagebecken wurde einmal pro Woche erneuert. Alle 2 Tage wurden die Eistringe aus
dem Becken gesammelt und in einem kleinen Glasgefaf§ autbewahrt. Nach wenigen Tagen konn-
ten geschliipfte Larven unter dem Binokular beobachtet werden. Dann wurden 3-5 Eistrénge
in eine Anzuchtschale iiberfiihrt, welche zuvor mit 17 ° C kaltem Leitungswasser gefiillt und mit
wenigen Blattern Zellstoff ausgelegt worden war. Nachdem die Eistrénge in die Schale iiberfiihrt
worden waren, wurden 15mL Fischfutterlosung (1g Trockenfutter auf 50 mL Leitungswasser)
zugegeben. Die Anzuchtschalen wurden mit einem Deckel aus feinmaschigem Insektengitter ab-
gedeckt. Nach einer Woche wurden die Larven in den Schalen erstmals mit 15 mL Brennnes-
selfutter (10 % Gewicht/Volumen Brennnesselpulver in Leitungswasser, mindestens 2 Wochen
fermentiert) gefiittert, was wochentlich wiederholt wurde. Nach einer Woche wurden die An-
zuchtschalen auflerdem mit Raumluft iiber ein Pumpensystem beliiftet, welches in jeweils eine
Pasteurglaspipette pro Schale miindete. Die Offnung der Pipette wurde etwa 2- 3 cm unterhalb
der Wasseroberflache platziert und die Luftzufuhr so geregelt, dass ein leichter Blasenwurf erzeugt
wurde. Das verdunstete Wasser der Anzuchtschalen wurde regelméfig mit deionisiertem Wasser
ersetzt, um eine Ubersalzung zu verhindern. Nach ca. 4 Wochen schliipften die ersten adulten
Miicken. Ab diesem Zeitpunkt wurde mit dreimal wochentlich 40 mL Brennnesselfutter gefiittert.
Die adulten Miicken wurden alle 2 Tage in den Kifig iiber dem Eiablagebecken iiberfiihrt, wo
sie nach der Eiablage innerhalb weniger Tage zugrundegingen und mit dem Wechsel des Eiab-
lagewassers entsorgt wurden. Es wurden laufend neue Zuchtschalen angesetzt, um die stdndige
Versorgung mit fiir Experimente verwendbaren Larven sicherzustellen.

Nach dem Schliipfen aller Miicken wurden die Anzuchtschalen lediglich mit Natriumcitratlosung
(5% (Gewicht/Volumen)) gereinigt, da die Larven sehr empfindlich auf alle Formen von Reini-

gungsdetergenzien reagierten.

2.2.2 Speicheldriisenpriparation

Chironomus tentans im 4. Larvenstadium (engl. /th instar [Wieslander, 1994]) wurde etwa 30
Minuten vor Beginn der Messung mit einer Lebendpinzette (Fine Science Tools GmbH, Heidel-
berg) gesammelt. Dabei wurden sie falls moglich aus ihrer Behausungsrohre gezogen und in ein
Glasgefial mit Leitungswasser (17 ° C) oder mit abgeschopftem Anzuchtbeckenwasser iiberfiihrt.
Vor der Priaparation wurde eine Larve aus dem Glasgefifl entnommen, auf einem Papier vorsich-
tig von Schmutz befreit, auf einen Objekttrager gelegt und mit der Lebendpinzette fixiert. Zur

Priaparation wurde ein Binokular (Leica Microsystems, Wetzlar) benutzt. Dann wurde der Kopf
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der Larve vor der Einschniirung zum néchsten Segment mit einem Skalpell abgetrennt (Abbil-
dung 2.1, S1). Dies fiihrte fast immer zur Freisetzung der beiden Speicheldriisen, welche durch den
Uberdruck im Inneren der Larve nach auBen gepresst wurden. Alternativ wurde - zur besonders
behutsamen Préparation und Minderung der Verletzungsgefahr der Driisen - zuerst ein Schnitt
nach dem 4. Segment durchgefithrt, um den Uberdruck im inneren der Larve zu mindern, bevor
das Abtrennen des Kopfes folgte (Abbildung 2.1, S2a). Das so entstandene Larvenstiick, beste-
hend aus 3 Segmenten, wurde danach mit einer Pinzette ziigig in ein Glasgefai mit PBS iiberfiihrt,
um so potentiell problematische Sekrete der bei der Préparation verletzten Verdauungsorgane zu
verdiinnen. Mit einer feinen Priparationsschere (Fine Science Tools GmbH, Heidelberg) wurde
das Larvenstiick der Liange nach aufgeschnitten, um die Speicheldriisen freizusetzen (Abbildung
2.1, S2b).

Bei dem grofiten Teil der Experimente wurde die gesamte Préparation in einem Glasgefafl mit PBS
durchgefiihrt, in welches die unverschmutzte Larve unmittelbar aus dem Sammelgefifl iberfiithrt
wurde. Die Verletzungsgefahr der Driisen war bei dieser Préparationsart geringer.

Unmittelbar nach der Freipraparation wurden die Speicheldriisen noch im Glasgefafl mit PBS auf
Verletzungen untersucht, welche sich nach einiger Zeit durch eine milchig-weiflliche Eintriibung
des Driisengewebes zeigten. Nur Speicheldriisen, die nach optischer Kontrolle unverletzt waren,
wurden fiir Experimente genutzt. Jeweils eine Speicheldriise wurde mit Hilfe einer Pipette auf
eine mit Poly-L-Lysin benetzte MatTek-Schale iiberfiihrt. Die Driisen wurden zur Mikroinjektion
mit 300 uL. PBS {iberschichtet.

Nach Abschluss der Mikroinjektion verblieben die Speicheldriisen entweder in PBS oder wurden
nach Abnahme des Puffers mit frischer Himolymphe iiberschichtet. Himolymphe wurde iiber-
licherweise von 4 Larven aus demselben Zuchtbecken gewonnen, indem ihnen, ohne den Darm
zu verletzen, auf einem Objekttrager nur mit Schnitt S1 (s. Abb. 2.1) der Kopf entfernt wurde.
Die nach dem Schnitt ohne zusétzlich ausgeiibten Druck austretende Hamolymphe wurde gesam-
melt und 15 Minuten bei 10 000 Umdrehungen pro Minute zentrifugiert. Die Himolymphemenge
zur Uberschichtung der Speicheldriise wurde so gering gewihlt, dass die Speicheldriise gerade

vollstandig bedeckt war. Um der Verdunstung der geringen Fliissigkeitsmenge vorzubeugen, wur-

Abbildung 2.1: Die Abbildung zeigt die beiden Methoden zur Speicheldriisen-
priparation (Details im Text). Die Segmentnummerierung ist angegeben.
Die Pfeile deuten Schnitte an. SD, Speicheldrisen. S1, S2a wund S2b,
Schnittfiihrung. Verindert nach [Wieslander, 1994].
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de eine Glasschale, in welche tropfnasser Zellstoff eingelegt wurde, iiber die MatTek-Schale gelegt.
Die injizierten und mit PBS oder Hamolymphe {iberschichteten Speicheldriisen wurden nie ldnger
als 1 Stunde fiir Experimente benutzt. Typischerweise wurden die Messungen nach etwa 45 Mi-
nuten abgeschlossen. Darauffolgend wurden die Speicheldriisen erneut unter dem Binokular auf
verletzte bzw. milchige Bereiche hin untersucht. Nur Daten von unverletzten Driisen, die vor bzw.

nach der Messung keinerlei Anzeichen fiir Beschadigungen aufwiesen, wurden weiter prozessiert.

2.2.3 Zellkultur und Lebendzellmessungen

HeLa H2B-GFP Zellen exprimieren stabil ein Histon 2B, das C-terminal mit GFP markiert ist.
Diese Zelllinie wurde uns von Prof. Dr. Heinrich Leonhard (LMU, Miinchen) zur Verfiigung
gestellt. Die Zellen wurden in DMEM mit 20mM HEPES, 10% fotalem Kilberserum, 5mM
L-Glutamin sowie Penicillin (100 Einheiten/mL), Streptomycin (100 pg/mL) und Gentamycin
(100 pg/mL) kultiviert.

Fiir Lebendzellexperimente am Mikroskop wurden die Zellen ein oder zwei Tage vor der Mes-
sung auf MatTek-Schalen ausgesit. Die Zellen wurden unmittelbar vor der Messung aus dem
Brutschrank entnommen. Samtliche Messungen wurden nicht langer als 40 Minuten bei Raum-
temperatur (20 bis 22 ° C) durchgefiihrt.

2.2.4 Mikroinjektion

Nach der Speicheldriisenpriaparation bzw. der Entnahme der Zellkulturzellen wurde eine Mikro-
injektionsnadel mit der zu injizierenden Substanz beladen und in die Halterung des Femtojets
(Eppendorf, Hamburg) geschraubt. Die Mikroinjektionsnadel wurde bei Betrachtung der Driise
mit einem 20x-Objektiv {iber dem zu injizierenden Zellkern positioniert. Zur Injektion wurde die
Nadel mit Hilfe des Femtojets manuell in den Zellkern eingebracht. Zur Durchfithrung der ersten
FRAP und FCS-Messungen wurde die zu untersuchende Substanz nun ausschliellich mit einer
manuellen Applikation in den Kern eingebracht, indem die CLEAN-Taste der Mikroinjektionsan-
lage kurz betétigt wurde. Bei den iibrigen Experimenten wurde teilweise zu einer automatischen
Applikation (Injektionsdruck 522 hPa, Injektionszeit 0.3s) iibergegangen, da so die eingebrachte
Injektionsmenge besser zu kontrollieren war. Allerdings konnten mit dieser Methode nur 1 bis
2 Kerne injiziert werden, da die Mikroinjektionsnadel hiufig verstopfte (falls dies der Fall war,
wurde mit der manuellen Applikation weiterinjiziert). Der Haltedruck wurde in beiden Fillen auf
etwa 26 hPa eingestellt. Es wurden grundsétzlich nur Kerne zur Messung ausgewéhlt, in welche
moglichst geringe Substanzmengen injiziert worden waren, da so ein hoher Vereinzelungsgrad
der Signale erreicht werden konnte. Eine Injektion wurde als gut bewertet, wenn beim Injekti-
onsvorgang eine leichte Bewegung der Chromosomen aufgrund der aus der Nadel strémenden
Injektionssubstanz zu erkennen war. Wurden zu grofle Mengen injiziert, so dass wéhrend der
Injektion eine deutliche Bewegung des gesamten Kerninhalts zu erkennen war, wurde der Kern
nicht weiter untersucht, da davon ausgegangen werden musste, dass das nukledre Milieu durch

die Injektion zu stark verédndert worden war. Falls wiahrend der mikroskopischen Messung Anzei-
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chen einer Driisenverletzung sichtbar wurden, typischerweise durch ein Aufquellen der Zellkerne
und/oder eine Anderung der Cytosolbeschaffenheit zu erkennen, so wurde die Speicheldriise nach
Binokularkontrolle verworfen (siehe oben).

Bei Zellkulturzellen wurde dhnlich verfahren, hier wurde jedoch grundsétzlich mit Haltedruck
injiziert. Dabei wurden ca. 15 Zellen pro Experiment kurz angestochen und durch den Halte-
druck von 26 hPa konnten geringe Probenmengen einstrémen.

Tabelle 2.6 gibt eine Ubersicht iiber die Injektionsverdiinnungen. Alle Proben wurden in Trans-
portpuffer verdiinnt und vor Injektion 20 Minuten bei 22 000 g zentrifugiert.

Bei einigen Experimenten (siche Ergebnisse) wurde der PBS-Puffer, welcher die Driise bedeckte,
nach der Mikroinjektion wieder abgezogen und die Speicheldriise wurde vor Beginn der Messung

mit 1 bis 2 Tropfen frischer Hamolymphe iiberschichtet (siehe oben).

Technik Probe(n) Verdiinnung
FCS BR2.1 RNA, CTR RNA 1:1000
SPT BR2.1 RNA 1:300 - 1:400
SPT  BR2.1 MB RNA, CTR MB RNA  1:200 - 1:400
SPT 500 kDa Aminodextran 1:1000
SPT hrp65(-1)-Doménen s. Kap. 2.1.7

FRAP 500 kDa FITC-Dextran 0.05 - 1%

FRAP 150 kDa FITC-Dextran 0.01 - 1%

Tabelle 2.6: Konzentration der Injektionslosungen. Siehe Tabellen 2.4 und
2.5 fiir Probendetails. Verdiinnungsangaben beziehen sich auf die Stockkonzen-
tration, die im jeweiligen Unterkapitel angegeben ist. Prozentangaben in Ge-

wicht/Volumen.

2.2.5 Fluorescence Recovery After Photobleaching

Eine grundlegende Beschreibung der Methode, die Fluoreszenzriickkehr nach einer definierten
Bleichphase zu messen (engl. fluorescence recovery after photobleaching (kurz FRAP)), findet
sich in [Axelrod et al., 1976]. Fluoreszenzmarkierte Teilchen werden innerhalb einer Probe in ei-
nem definierten, oft kreisrunden Bereich mit hoher Laserintensitéit geblichen. Die Riickkehr der
Fluoreszenz in den geblichenen Bereich durch Diffusion ungeblichener Teilchen aus der Umgebung
wird in Abhéngigkeit von der Zeit untersucht. Die Form der Kurve und die Geschwindigkeit der
Fluoreszenzriickkehr lassen auf den Diffusionskoeffizienten der markierten Teilchen schliefen.
Alle FRAP-Messungen wurden an einem konfokalen Mikroskop der Firma Zeiss (LSM 510 META,
Zeiss, Gottingen) durchgefiihrt. Zur Untersuchung der nukledren Viskositét wurde FITC-Dextran
mit 500 oder 150 kDa Molekulargewicht im Speicheldriisenkern und zum Vergleich in Pufferlésung
untersucht. FITC wurde mit der 488 nm Laserlinie angeregt.

Die Durchfiihrung reproduzierbarer, quantitativer FRAP-Messungen erfordert eine besonders
sorgfaltige Abwigung verschiedener Parameter. Alle gewahlten Einstellungen wurden nach Braeck-

mans et al. optimiert und werden im Folgenden erldutert [Braeckmans et al., 2003]. Bei Beach-
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tung dieser Vorgaben gelten die unten genannten Gleichungen. Es wurde ein kreisrunder Fleck mit
Radius w im Probenfokus geblichen. Ein 20x-Objektiv mit einer geringen numerischen Apertur
(NA) von 0.5 wurde gewéhlt um ein moglichst zylindrisches Bleichprofil durch den Probenraum
zu erhalten. Je geringer die NA, desto geringer ist auch die Radiusinderung des Bleichzylin-
ders in z-Richtung. Damit reduziert sich die mathematische Berechnung der Fluoreszenzriickkehr
durch Diffusion auf ein zweidimensionales Problem, fiir welches eine analytische Losung bekannt
ist [Braeckmans et al., 2003]. Die charakteristische Zeit der Fluoreszenzriickkehr 7, ist fiir den

zweidimensionalen Fall gegeben durch

7. = w? /4D (2.1)

wobei D der Diffusionskoeffizient der geblichenen Probenteilchen ist [Soumpasis, 1983]. Um eine

aussagekriftige Kurve der Fluoreszenzriickkehr zu erhalten, muss Verschiedenes beachtet werden:

1. Der Bleichfleck muss einen bestimmten Mindestradius aufweisen damit Randeffekte ver-
nachléssigt werden konnen. Das Profil eines fokussierten Laserstrahls kann durch eine
Gaussfunktion mit einer definierten Halbwertsbreite (engl. full width at half maximum,
kurz FW HM) beschrieben werden. FW HM wird umso grofler, je kleiner die NA des
fokussierenden Objektivs ist. Der Bleichbereich ist nur dann n&herungsweise zylindrisch,
wenn w deutlich grofler als FWHM ist. In dieser Arbeit wurde w = 6.5 um gewahlt.
Da FWHM = 0.52\/NA ist ([Slunder and Wolf, 2007], X ist die Bleichwellenléinge von
488 nm) ergibt sich fiir den fokussierten Laserstrahl FWHM = 510nm. Damit war w
deutlich grofler als FW HM.

2. Der Bleichvorgang selbst muss deutlich schneller als 7, abgeschlossen sein, damit der Bleich-
prozess als instantan angenommen werden kann und nicht mit der Fluoreszenzriickkehr
interferiert. Die Geschwindigkeit, mit welcher im konfokalen Mikroskop ein Bereich be-
stimmter Grofle geblichen werden kann, héingt von der Querschnittsfliche dieses Bereichs
und damit von w ab. Hier gilt, je kleiner w, desto schneller kann geblichen werden. w kann
jedoch nicht beliebig klein gewihlt werden (siehe oben). Aulerdem kann es je nach Laser-
leistung notig sein, den gewiinschten Bereich mehrmals hintereinander zu bleichen um eine
sichtbare Bleichtiefe zu erreichen, was die Bleichzeit erhoht. Bei w = 6.75 um dauerte der

Bleichvorgang 128 ms.

3. Moglichst direkt nach dem Bleichvorgang muss ein erstes Bild aufgenommen werden, damit
die Bleichtiefe korrekt bestimmt werden kann. Generell ist es wichtig mit einer Aufnahme-
zeit kleiner als 7, aufzunehmen, da die Fluoreszenzriickkehr sonst nicht abgebildet werden
kann. Die Aufnahmedauer eines Bildes hiangt im konfokalen Mikroskop insbesondere von der
y-Ausdehnung des Aufnahmebereichs ab, da hierdurch die erforderliche Anzahl der Abras-
terwiederholungen bestimmt wird. Generell gilt, je kleiner die y-Ausdehnung, desto weniger
Rasterschritte notig, desto schneller die Bildaufnahme. In dieser Arbeit konnte eine Bild-

aufnahmedauer von 100 ms erreicht werden. Da mit zunehmender Aufnahmerate auch das
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Photobleichen steigt, welches zunehmend mit der Fluoreszenzriickkehr interferiert, wurde
abhéingig vom zu erwartenden Probendiffusionskoeffizient zwischen den Bildaufnahmen ei-
ne Pause von 100 bzw. 250 ms (fiir das 150 bzw. 500 kDa-Dextran) eingestellt. Somit wurde
spitestens alle 350 ms eine neue Aufnahme gestartet. Wenn die Aufnahmezeit beispielswei-
se mindestens 3 mal kleiner als 7, sein soll, kénnen damit nach Gleichung 2.1 theoretisch
Diffusionskoeffizienten bis zu 35 um? /s (7, = 0.3s) gemessen werden. Um méglichst geringe
Aufnahmezeiten zu erreichen kann auf eine Verzoégerung zwischen einzelnen Bildern ganz

verzichtet werden.

4. Die konfokale Detektionsblende wurde vollstindig gedffnet, so dass der konfokale Effekt
praktisch nicht mehr in Erscheinung trat. Dadurch wurde die Detektionseffizienz deutlich
erhoht, so dass entsprechend weniger Anregungslaserleistung noétig war, um ein rausch-
armes Bild aufzunehmen. Da durch die niedrige NA des Objektivs im ca. 100 yum hohen
Speicheldriisenzellkern ein zylinderférmiges Bleichprofil in z-Richtung entstand, konnte auf

den konfokalen Effekt (bzw. eine erhohte rdumliche z-Auflésung) verzichtet werden.

5. Um die Vollstandigkeit der Fluoreszenzriickkehr sicher bestimmen zu kénnen, sollte der
Prozess iiber eine Linge von mindestens 10 7. abgebildet werden. Es zeigte sich, dass die
Lénge des Beobachtungszeitraums eine deutliche Auswirkung auf den in der Auswertung
ermittelten Wert von 7, hatte, wenn der Beobachtungszeitraum entweder zu kurz gewéhlt
oder zwischen verschiedenen Messungen gedndert wurde. Es wurden daher in dieser Arbeit
immer insgesamt 350 Bilder mit den oben gewihlten Einstellungen aufgenommen. Um eine
Gesamtaufnahmeldnge von ungefihr 10 7,. zu erreichen, wurde lediglich die Pause zwischen

zwei Aufnahmen entsprechend variiert (sieche Punkt 3).

Zu Beginn jeder FRAP-Messung wurden 3 Probenbilder vor dem Bleichen aufgenommen. Der dar-
auf folgende Bleichvorgang wurde mit 100 % Laserintensitit (AOTF) mit 488 nm durchgefiihrt.
Die Fluoreszenzriickkehr wurde mit nur 0.1 % Laserintensitét (AOTF) abgebildet, um Photo-
bleichen wihrend der Aufnahme weitestgehend zu verhindern. Da selbst bei geringer Aufnah-
meintensitit ein Photobleichen nicht ausgeschlossen werden kann, muss die Intensitédtskurve der
Fluoreszenzriickkehr beziiglich eines Referenzbereichs normiert werden. Auflierdem ist zu beach-
ten, dass der Bleichvorgang in einem kleinen Volumen wie beispielsweise in einem Zellkern, einen
Grofiteil aller fluoreszenzmarkierten Teilchen bleichen kann, wodurch schon theoretisch nie eine
einhundertprozentige Fluoreszenzriickkehr beobachtet werden kann. Fiir die FRAP-Analyse in

den Speicheldriisenkernen wurde eine Normierung nach [Phair and Misteli, 2001] gewéhlt:

_ [B(t) — Bl[No— By
1) = (N = Bol[Bo — By] (22)

Hier ist I(t) die normierte Fluoreszenzintensitit in Abhéngigkeit von der Zeit, B(t) die Fluo-
reszenzintensitit der geblichenen Region in Abh#ngigkeit von der Zeit, Bg der Hintergrund,
aufgenommen bei Null Laserintensitét, N(¢) die Fluoreszenzintensitit des gesamten Zellkerns in

Abhéngigkeit von der Zeit, Ny die Fluoreszenzintensitit des Kerns vor dem Bleichen und By die
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Fluoreszenzintensitit der Bleichregion vor dem Bleichen.

Referenzmessungen der Proben in Pufferlésungen wurden in einer speziell angefertigten Kammer
durchgefiihrt [Veith, 2007]. Hier war das geblichene Volumen vernichlédssigbar klein gegeniiber
dem ungeblichenen Volumen. Daher konnte eine einfachere Normierung gewéhlt werden, die nur

fiir ein Photobleichen wihrend der Aufnahme korrigierte:

()= 2 =29 (2.3)

Hier ist I(t) wiederum die normierte Fluoreszenzintensitéit in Abhéngigkeit von der Zeit, B(t) die
Fluoreszenzintensitdt der geblichenen Region in Abhéngigkeit von der Zeit, Bg der Hintergrund
und R(t) die Fluoreszenzintensitéit einer Referenzregion in Abhéngigkeit von der Zeit. Die Re-
ferenzregion wurde hier nach personlicher Riicksprache mit Dr. Kevin Braeckmans (Universitét
Gent, Belgien) in einem Abstand von mindestens 5w zur Bleichregion gewéhlt. Die Bleichregi-
on wurde entsprechend links, die Referenzregion rechts im Bild positioniert. An die normierten
Fluoreszenzintensitéten I(t) wurde mit Hilfe von Origin 8 (OriginLab Corporation, Northamp-
ton, MA, USA) folgende Formel iiber einen Algorithmus zur Minimierung der Fehlerquadrate
angepasst [Braeckmans et al., 2003]:

It)=e X +k{l+ (e E-11- ezTT/t(Io(Q%) + 11(2%))] ! (2.4)
Hier ist der Parameter K ein Ma#f fiir die Bleichtiefe (grofieres K entspricht groflerer Bleichtie-
fe), k beschreibt die Vollstindigkeit der Fluoreszenzriickkehr (kK = 1 bedeutet 100 %, & = 0
bedeutet 0% Fluoreszenzriickkehr) und Iy und I; sind Besselfunktionen 0. und 1. Ordnung
[Braeckmans et al., 2003].

2.2.6 Fluoreszenz-Korrelations-Spektroskopie

Die Fluoreszenz-Korrelations-Spektroskopie (fluorescence correlation spectroscopy, FCS) misst
die Aufenthaltsdauer fluoreszenzmarkierter Teilchen in einem konfokalen Volumenelement. Da-
mit kann auch diese Technik zumindest hinsichtlich ihrer Detektionsmoéglichkeiten zur Einzelmo-
lekiilmikroskopie gezihlt werden. Ein guter Uberblick iiber die Grundlagen der Technik findet
sich in [Bulseco and Wolf, 2007].

Das konfokale Volumenelement entsteht, indem ein Laserstrahl so in das Mikroskop eingekoppelt
wird, dass er die hintere fokale Ebene des Objektivs moglichst komplett ausfiillt. Dadurch wird
der Laserstrahl vom Objektiv im Idealfall beugungsbegrenzt in die Probe fokussiert. Fluores-
zenzmarkierte Probenmolekiile, welche sich durch den fokussierten Laserstrahl bewegen, werden
angeregt und emittieren rotverschoben Fluoreszenzlicht. Durch die konfokale Anordnung einer
Detektionslochblende werden Photonen von Probenmolekiilen, die nicht im Fokus emittiert wur-
den, abgeblockt. So entsteht ein Detektionsvolumen definierter Gréfle im Femtoliterbereich, des-
sen Form durch ein Ellipsoid mit einem e~2-Radius(x/y) von wg und einem e~2-Radius(z) von

zp angendhert werden kann. Die Grofle dieses Detektionsvolumens wird typischerweise mit einer
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Probe, deren Diffusionskoeffizient genau bekannt ist, bestimmt.

Die vom fluoreszenzmarkierten Probenmolekiil emittierten Photonen werden von einem moglichst
sensitiven Detektor registriert. Hierbei handelt es sich meistens um eine Avalanche Photodiode
(APD). Diese zeichnet die Photonenanzahl bzw. die Fluoreszenzintensitit in Abhéngigkeit von
der Zeit auf. Die Autokorrelation der Intensitétsspur I(t) erfolgt durch die Hardware des FCS-

Systems nach

I(t+ 7))

_ (8I(t)d
G(r)=1+ 2

(2.5)

wobei G(7) die Autokorrelationsfunktion ist, 7 die Korrelationsvariable und () den Mittelwert
kennzeichnet. Auflerdem ist 01(t) = I(t) — (I), d.h. die Abweichung der Intensitdt I(¢) vom
Mittelwert der Intensitétsspur (/). An die erhaltene Autokorrelationsfunktion kann ein Modell fiir

die dreidimensionale Diffusion mehrerer Komponenten z mit Triplettanteil T" angepasst werden:

G(r) =1+ (L4 T—e™/™) ZN —— 1: = (2.6)

™D,jK

Hierbei sind 7 die Korrelationsvariable (oder Verschiebezeit), 7p ; die charakteristische Diffu-
sionszeit der Komponente j, 7 die Triplettzeit, f; der Anteil der Diffusionskomponente j, N
die mittlere Teilchenanzahl im Detektionsvolumen und x = zp/wy der Strukturparameter. Glei-
chung 2.6 wird iiber einen Algorithmus zur Minimierung der Summe der Fehlerquadrate an die

gemessenen Autokorrelationskurven angepasst. 7p ; héngt iiber

2
Wo

D; = (2.7)

4Tp

direkt mit dem Diffusionskoeffizienten D; der Probenmolekiile zusammen.
Samtliche FCS-Messungen in dieser Arbeit wurden an einem ConfoCor 1 der Firma Zeiss durch-
gefiihrt. Der Laser (Emissionswellenlinge 633 nm) wurde mit einem Wasserimmersionsobjektiv
(Zeiss C-Apochromat, 63x/1.2) in die Probe fokussiert. Die Laserleistung des gesamten Licht-
strahls nach Austritt aus dem Objektiv betrug ca. 5 uW.

Zur Kalibration des Probenvolumens wurden typischerweise 10 Autokorrelationskurven einer
fluoreszierenden Referenzlosung aufgenommen. Diese wurden dann jeweils frei, d.h. ohne vor-
ab Parameter festzulegen mit Gleichung 2.6 angepasst, wobei © = 1 gesetzt wurde. Als Refe-
renzlosung diente Atto647N-Maleimid in Puffer (molare Masse 870 Da). Der Diffusionskoeffizi-
ent fiir Atto655-Maleimid (810 Da) wurde bereits mit hoher Prizision zu 400 um? /s bestimmt
[Miiller et al., 2008]. Der mit dem im Rahmen dieser Arbeiten verwendeten FCS-Gerit ermit-
telte 7p-Wert von Atto-647N-Maleimid betrug 63 us, der von Atto655-Maleimid 62 us. Da beide
Farbstoffe vergleichbare Molekulargewichte aufweisen, wurde im Rahmen der Genauigkeit der
FCS-Messungen auch fiir Atto647N-Maleimid ein Diffusionskoeffizient von 400 um? /s angenom-
men. x lag typischerweise bei 5. Damit ergaben sich nach Gleichung 2.7 folgende Werte fiir die

Dimensionen des Detektionsellipsoids: wg = 320nm und zy = 1600 nm. Die ermittelten Triplett-
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zeiten und -anteile streuten breit und wurden im Rahmen dieser Arbeit nicht weiter beachtet.
Um die Autokorrelationskurven der BR2.1 RNA bzw. der CTR RNA Proben anzupassen wurden
zwei oder drei Mobilitdtskomponenten (z = 2 oder 3 in Gleichung 2.6) benétigt. Dabei zeigte
sich, dass eine dieser Komponenten meist eine Korrelationszeit im Bereich von 7p= 20-80 us
aufwies. Da diese Korrelationszeit im Bereich der Diffusion von freiem Farbstoff in Wasser (siehe
oben) oder schneller liegt, kann sie nicht diffusionsbedingt entstanden sein. Es ist vielmehr davon
auszugehen, dass sie von einem langsamen Triplettiibergang des Atto647N-Farbstoffs hervorge-
rufen wird. Diese Komponente wurde hier als gegeben hingenommen und nicht weiter analysiert.
Um den Diffusionskoeffizient freier Oligonukleotide in Puffer zu bestimmen, wurde eine Losung
spezifischer und unspezifischer Oligonukleotide mit einer Verdiinnung von 1:100000 (von der
Stocklosung) in einer MatTek-Schale vermessen. Um die Adsorption der geladenen Oligonukleo-
tide an die Deckglasoberfliche zu reduzieren, wurde das Deckglas der MatTek-Schalen vor der
Messung 10 Minuten mit einer 1 %-igen BSA-Losung inkubiert, welche vor Zugabe der Oligonu-
kleotidlosung mit destilliertem Wasser abgespiilt wurde. Nach Zugabe von 350 ul. Oligonukleo-
tidlosung auf das Deckglas wurde die Losung mit einem zweiten Deckglas abgedeckt, um die
Verdunstung zu reduzieren.

Bei den Oligonukleotidmessungen in Puffer wurde eine sehr schnelle Komponente mit einem ho-
hem Anteil von > 90 % und eine um einen Faktor 10 langsamere Komponente mit kleinem Anteil
ermittelt. Letztere wies eine deutlich hohere Helligkeit auf, weshalb angenommen werden konnte,
dass es sich hierbei um Aggregate von Oligonukleotiden handelte, die méglicherweise an hydro-
phobe BSA-Aggregate mit einem langsamen Diffusionskoeffizienten gebunden hatten. Im Falle des
Auftretens von 2 Mobilitdtskomponenten in der Autokorrelationsfunktion mit unterschiedlichen

Helligkeiten ¢; und g gilt
L weph

o ta f

wobei f{ und f§ die relativen Anteile der Partikel sind, wie sie tatsichlich in Lésung vorliegen

(2.8)

und f; und fo die relativen Anteile der Komponenten sind, wie sie (gewichtet mit der jeweiligen
Helligkeit ¢) in der Autokorrelationskurve ermittelt werden [Wolf, 2010]. Da hier die Aggregate
eine deutliche hohere Helligkeit aufwiesen, kann davon ausgegangen werden, dass ihr Anteil an der
Population aller Partikel vernachléssigt werden kann. So ergibt sich bei einer 5-fachen Helligkeit
der Aggregate (d.h. g2/q1=5) und einem in der Autokorrelation ermittelten Verhéltnis von f/ fa
von 90:10 ein tatséchlicher Anteil der langsamen Komponente 2 von nur 0.4%,s0 dass diese

vernachléssigt werden kann.

2.2.7 Fluoreszenz-Videomikroskopie

Mit Hilfe der Fluoreszenz-Video-Mikroskopie kann die Mobilitdt fluoreszenzmarkierter Proben
untersucht werden. Eine umfangreiche Beschreibung findet sich im 81. Band der Methods in Cell
Biology - Digital Microscopy [Slunder and Wolf, 2007]. Eine speziellere Beschreibung des hier
verwendeten Mikroskops findet sich in [Siebrasse et al., 2007]. Zur Probenbeleuchtung dienten

ein oder mehrere Laser mit Ausgangsleistungen von typischerweise 10 bis 100 mW. Die Proben-
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beleuchtung wurde durch einen AOTF gesteuert. Hier wurden ein Laser mit den Wellenléngen
491 und 532 nm (Cobolt Dual Calypso, 100 mW, Cobolt AB, Solna, Schweden) und ein Laser mit
der Wellenléinge 635 nm (Coherent CUBE, 25 mW, Coherent GmbH, Dieburg) verwendet. Die La-
serstrahlen wurden vor der Einkopplung in das Mikroskop iiber ein Teleskop aufgeweitet, damit
der Strahldurchmesser durch eine Feldblende hinter der Teleskopoptik reguliert werden konnte.
Der kollimierte Strahl wurde dann in die hintere fokale Brennebene des Mikroskopobjektivs fo-
kussiert. So wurde gewahrleistet, dass der Strahl die Probe ebenfalls kollimiert durchquerte und
den auf der Kamera sichtbaren Probenbereich moglichst vollstdndig ausleuchtete. Die Regulation
des Strahldurchmessers mit Hilfe der Blende ist wichtig, um eine Ausleuchtung des Probenbe-
reichs iiber die Kameradetektionsfliche hinaus zu verhindern. Da die markierten Proben meist
nur wenige Fluoreszenzfarbstoffmolekiile als Markierung tragen ist es angebracht eine unnétige
Bestrahlung der Probe in nicht aufnahmerelevanten Bereichen zu verhindern (Photobleichen).

Die Detektion der von der Probe emittierten Fluoreszenz erfolgte iiber eine Kamera. Die Qualitét
der Kamera bestimmt hier, wie schnell und lichtsensitiv Aufnahmen erfolgen kénnen. Hier wurde
eine elektronenvervielfachende (engl. electron multiplying) CCD-Kamera der Firma Andor (Ixon
DV860DCS-BV, Andor Technology, Belfast, Grofibritannien) verwendet. Dieser Kameratyp ist
fiir sehr lichtschwache Aufnahmen geeignet [Rasnik et al., 2007]. Die Verwendung eines kleinen
Kamerachips mit 128 mal 128 Pixeln (Pixelgrofie 24 mal 24 um?) ermoglicht Aufnahmeraten bis
zu 1000 Hz. Typischerweise wurden hier Aufnahmeraten von ungefihr 100 oder 200 Hz genutzt.
Die genauen Aufnahmeraten sind bei den jeweiligen Experimenten im Ergebnisteil angegeben.
Die Kamera wurde grundsétzlich im sogenannten ,,frame transfer“-Modus betrieben. Typischer-
weise wurden die folgenden Einstellungen fiir den Betrieb der Kamera benutzt (die Begriffe sind

spezifisch fiir die Kamerasoftware):

e PreAmplifier Gain* 11x
e _vertical shift speed” 1.7
e horizontal readout rate“ 3 Mhz (bei ca. 100 Hz), 5 Mhz (bei ca. 200 Hz)

e .exposure time“ 10ms (entsprechend 97.847 Hz Aufnahmerate) oder 5ms (entsprechend
191.57 Hz Aufnahmerate)

e . EM gain“ 200 - 250

Die Laserbeleuchtung wurde iiber eine Elektronik so gesteuert, dass der Laser die Probe nur zu
den Belichtungszeiten der Kamera bestrahlt, nicht aber wihrend der Auslesezeit der einzelnen
Bilder.

Die Ausleserate (d.h. ,horizontal readout rate“) wurde fiir eine gegebene Aufnahmezeit so ge-
ring wie moglich gew#hlt, um unndtiges Ausleserauschen zu vermeiden. Der Liifter der Kamera
wurde nicht genutzt, da er stérende Vibrationen verursacht. Der Kamerachip wurde durch ein
wassergekiihltes Peltier-Element auf -80 ° C gekiihlt.

Unmittelbar hinter dem Objektiv wurden sogenannte Notch-Filter (optische Dichte 6) positio-

niert, welche den grofiten Teil des reflektierten Laseranregungslichts absorbieren und so Kamera
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und menschliches Auge vor den Gefahren intensiver Laserstrahlung schiitzen.

Eine gute Ubersicht iiber die Detektionswahrscheinlichkeit eines einzelnen von der Probe emit-
tierten Photons gibt [Rasnik et al., 2007]. Es wird deutlich, dass in einem zur Einzelmolekiilmi-
kroskopie befdhigten Mikroskop nur so viele optische Komponenten wie gerade notwendig verbaut
werden sollten, da keine Komponente eine einhundertprozentige Transmission aufweist. Grofien
Einfluss auf die Detektionswahrscheinlichkeit eines emittierten Fluoreszenzphotons hat man be-
sonders durch die Wahl einer Kamera mit hoher Detektionsquanteneffizienz und durch die Wahl
eines Objektivs mit hoher numerischer Apertur (NA). Die detektierte Fluoreszenzintensitét ist
direkt proportional zur N A* [Salmon et al., 2007]. Im Rahmen dieser Arbeit wurde hauptsichlich
ein 63x-Wasserobjektiv mit einer NA von 1.2 verwendet.

Das Nyquist-Theorem besagt, dass die Kameraauflésung mindestens doppelt so hoch sein muss
wie die optische Auflsung, damit keine Auflésungsinformationen verloren gehen. Zwischen Ob-
jektiv und Kamera befand sich daher aulerdem in den ersten Experimenten eine 4x-Vergrofierung,
spater eine 2.5x-Vergroflerung. So wurde sichergestellt, dass die Kameraauflosung mindestens der
doppelten optischen Auflésung entsprach: es wurden bildseitige PixelgroBlen von 95.2nm (4x)
oder 152.4nm (2.5x) erreicht, wobei die zu erwartende optische Auflésung ry; bei einer Emis-
sionswellenlinge Ae;, von 650nm (nach 7oy = 0.61\e,,/NA) 300nm betrug. Der Ubergang zur
2.5x-Vergroflerung hatte auflerdem den Vorteil, dass sich das Signal-zu-Rausch-Verhéltnis deut-
lich verbesserte, da nun ein groflerer Probenbereich pro Pixel abgebildet wurde, wodurch mehr
Photonen pro Pixel detektiert werden konnten.

Das Mikroskop befand sich in einem klimatisierten Raum, die Angabe Raumtemperatur bei den

Experimenten bezieht sich also auf ca. 20 ° C.

2.2.8 Einzelpartikeltracking

Eine detaillierte Beschreibung des Einzelpartikeltrackings findet sich in [Siebrasse et al., 2007]
und [Kubitscheck et al., 2009]. Im Folgenden soll daher nur eine zusammenfassende Beschrei-
bung gegeben werden.

Die aufgenommenen Filme wurden zur Bestimmung der Partikeltrajektorien mit DiaTrack 3.03
PRO (http://www.semasopht.com/) analysiert. Nach Einlesen eines zu analysierenden Films
wurde iiber ,subtract background“ der Hintergrund abgezogen. Uber die Option , Filter data“
wurden die Daten auBlerdem mit einem Gaussfilter gegliattet. Hier lieferte ein Wert von 1.2 bis
1.4 meistens die besten Ergebnisse. ,,Find particles“ initialisierte die Suche nach lokalen Inten-
sitdtsmaxima im aktuellen Bild des Films. Uber , Trash dim“ wurde die Detektionsschwelle so
eingestellt, dass moglichst alle Partikelsignale detektiert werden konnten. Im Zweifelsfall wurde
die Detektionsschwelle auf Kosten der Detektionsquantitéat erhoht, um die Detektion artifizieller
Rauschsignale zu vermeiden. Uberlicherweise lieferten Werte zwischen 25 und 35 hier die bes-
ten Ergebnisse, meist musste der gewéhlte Wert jedoch selbst bei Analyse von mehreren Filmen
derselben Probe bei jedem Film leicht angepasst werden. Es war daher wichtig die automatisiert
ablaufende Signalsuche sténdig visuell zu kontrollieren. Zudem wurde der ,,High Precision mode“

aktiviert, um die Nanolokalisation der Partikelsignale iiber Anpassen einer Gaussfunktion auto-
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matisiert durchzufithren [Kubitscheck et al., 2002]. Uber ,,Process next frames“ wurde dann die
Suche nach Partikelsignalen mit den gewéhlten Einstellungen fiir den gesamten Film gestartet.

Nach abgeschlossener Suche und Nanolokalisierung der Partikelpositionen wurde iiber , Track!*“
die Routine zur Verkniipfung der Einzelpunkte zu Trajektorien gestartet. Die maximal zuléssige
Sprungdistanz 7,4, die ein Partikel zwischen zwei verschiedenen Bildern im Film zuriicklegen
kann, lisst sich iiber die Formel rpae = 2RM S = 2v/4Dt abschiitzen [Veith, 2007]. Hierbei ist
RM S die Standardabweichung der Gausskurve der Sprungweitenverteilung fiir Partikel, die in
zwei Dimensionen frei diffundieren, D ist der Diffusionskoeffizient und ¢ die Aufnahmerate. Je
grofler der Faktor vor RM S gewihlt wird, desto mehr potentielle Spriinge werden detektiert, dies
jedoch auf Kosten der Detektionsqualitit, da mit groflerem 7,4, auch Falschzuweisungen wahr-
scheinlicher werden. Es zeigte sich, dass der Faktor 2 (korrespondierend zu 95.6% aller Spriinge
bei gegebenen D und t) ausreichend ist. Der Diffusionskoeffizient D musste ebenfalls abgeschétzt
werden oder war aus vorangegangenen Experimenten bekannt. Fine einfache Abschétzung kann

grundsétzlich mittels der Stokes-Einstein-Gleichung erfolgen:

kT
- 6mry

(2.9)

Hier ist kp die Boltzmannkonstante, T' die Temperatur in Kelvin, n die Viskositdt und ryg der
hydrodynamische Radius des Teilchens. Wurde 7,4, zu klein gewéhlt, zeigte sich das an einem
abrupt endenden statt asymptotisch zur Abszisse auslaufenden Sprungweitenhistogramm. In die-
sem Fall wurde mit einem grofieren 7,4, erneut getrackt.

Die Trajektorien wurden als Textdatei exportiert und in Origin 8 (OriginLab Corporation, Nor-
thampton, MA, USA) weiter analysiert.

Um statt der gefilterten die absoluten Intensitéitswerte der detektierten Signale zu erhalten, wur-
de die entsprechende Einstellung unter ,,Optionen“ aktiviert und auflerdem das standardmé&fBig
eingestellte ,,Bleach compensation® ausgestellt. So konnten die absoluten Intensitdtswerte der de-
tektierten Partikel an der zentralen Position der angepassten 2D-Gaussfunktion als MatLab-Datei

exportiert werden.

2.2.9 Trajektorienanalyse
2.2.9.1 Sprungweitenhistogramme

Die Beweglichkeit mobiler Probenteilchen kann mit Hilfe einer Sprungweitenanalyse beschrieben
werden. Details zur Ableitung finden sich in [Veith, 2007] und [Kues, 2001]. Die Wahrschein-
lichkeit p(r,t) einen Partikel mit dem Diffusionskoeffizienten D, welcher im Ursprung startet, in
einem Abstand zwischen r und r 4+ dr nach einer Zeit t anzutreffen, ist fiir eine 2D-Diffusion

gegeben durch:

1
p(rt)dr = Tme_r2/4Dtrdr (2.10)
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Diese Wahrscheinlichkeitsdichtefunktion kann iiber ein Histogramm iiber die Distanzen (Sprung-
weiten), welche die Partikel nach der Zeit ¢ zuriickgelegt haben, angendhert werden. Typischer-
weise wurde das sogenannte JD1-Histogramm (engl. Jump Distance 1-Histogramm) analysiert.
Hier gehen alle Spriinge (Distanzen) ein, die die Partikel zwischen zwei unmittelbar aufeinander-
folgenden Bildern zuriicklegen. ¢ ist hier also gleich der einfachen Aufnahmezeit (daher JD1).

Nur wenn die untersuchten Probenpartikel frei diffundieren (reine Brownsche Molekularbewe-
gung) ldsst sich Gleichung 2.10 sinnvoll an das Sprungweitenhistogramm anpassen. Komplexere
Beweglichkeiten, wie sie typischerweise durch die heterogene Struktur biologischer Gewebe her-
vorgerufen werden koénnen, erfordern die Annahme mehrerer Mobilitdtskomponenten (siehe z.B.
[Siebrasse et al., 2008]). Die erweiterte Wahrscheinlichkeitsdichtefunktion p/(r,t) fiir mehrere Mo-

bilitdtskomponenten lautet

x
fi  _v2up,
p(rt)dr = jz; 2D]jt6 /ADsty gy (2.11)
Hier ist x die Anzahl der Komponenten, mit x < 3, und f; der relative Anteile der jeweiligen
Beweglichkeitskomponente, mit Zj fi = 1. Gleichung 2.11 wurde mit Origin 8 an die experi-
mentellen Sprungweitenhistogramme angepasst, wobei diese zuvor von absoluten H&aufigkeiten
in relative Haufigkeitsdichten konvertiert wurden, indem jede Klasse durch ihre Breite in pum
(= Héufigkeitsdichte) und durch die Gesamtzahl der Spriinge (= relativ) geteilt worden war.
Die Aufnahmezeit ¢ wurde konstant gehalten. Anhand der Residuen (Differenz der angepassten
Kurve von den Originaldaten) wurde entschieden ob die Anzahl der benétigten Komponenten

verandert werden musste.

2.2.9.2 Das mittlere Verschiebungsquadrat

Von den verschiedenen géingigen Analysemethoden um Partikeltrajektorien in biologischen Ge-
weben zu untersuchen, ist die Analyse des mittleren Verschiebungsquadrats (engl. mean square
displacement, MSD) die bekannteste. Die Auftragung des MSD gegen die Zeit zeigt fiir verschie-
dene Bewegungsmodi einen charakteristischen Verlauf (Abb. 2.2). Grundsétzlich werden freie Dif-
fusion (freie Diff.), Diffusion mit Fluss (Diff.+Fluss), eingeschrinkte Diffusion (eingeschr. Diff.)
und anomale Diffusion (anom. Diff.) unterschieden (die jeweiligen Gleichungen fiir hier nicht re-
levante Bewegungsmodi finden sich in [Saxton and Jacobson, 1997]). Fiir freie Diffusion gilt die

Beziehung

<r? >9p=4Dt (2.12)

wobei < r? >5p das mittlere Verschiebungsquadrat fiir den Fall zweidimensionaler Diffusion, D
der Diffusionskoeffizient und ¢ die Zeit ist. Die 3. Dimension wird nicht beachtet, da es bei der
Videomikroskopie zu einer Projektion der dreidimensionalen Partikelbewegung auf die zweidimen-
sionale Kameraoberflache kommt [Kues, 2001]. Eine detailliertere Beschreibung der Ableitung des
MSD-Verlaufs bei freier Diffusion findet sich in [Berg, 1993] (Zusammengefasst in [Veith, 2007]).
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Abbildung 2.2: Zeitabhingige MSD-Verliufe fiir verschie-
dene Bewegungsmodi nach [Saxton and Jacobson, 1997].
Siehe Text fiir Details. < 2 >, MSD.

Der einfache lineare Zusammenhang zwischen MSD und der Zeit gilt in komplexen biologischen

Systemen mit einer heterogenen lokalen Struktur selten. Fiir die anomale Diffusion gilt

< r? >9p=4Dt" (2.13)

wobei a < 1 ist. Ein solcher nicht-linearer MSD-Verlauf, welcher klar von einem asympto-
tisch verlaufenden MSD der eingeschréinkten Diffusion unterschieden werden kann, gibt Hinwei-
se auf eine der Bewegung zugrundeliegende Wechselwirkung der Partikel mit Probenstrukturen
[Saxton, 2007, Saxton, 2008].

Gegeben sei eine Trajektorie der Lange N mit ¢ einzelnen Positionen [z;,y;]. Typischerweise wird
der mte MSD-Punkt berechnet, indem die Distanz zwischen jeweils zwei Trajektorienpositionen
[zi,yi] und [y, Yitm] ermittelt und diese dann quadriert wird. Pro Trajektorie erfolgt dies fiir
alle Trajektorienpunkte mit dem Abstand m. Entsprechendes wird fiir alle Trajektorien wieder-
holt. Zuletzt wird iiber alle quadrierten m-ten Distanzen gemittelt, um den m-ten MSD-Punkt
zu erhalten.

Werden Partikelpopulationen mit unterschiedlichen Beweglichkeiten untersucht, ist bei der Be-
rechnung des mittleren Verschiebungsquadrats Vorsicht geboten, um eine Ubergewichtung langer
und damit langsamer Trajektorien ausschlieen zu kénnen [Veith et al., 2010]. Insbesondere soll-
te in diesem Fall die oben beschriebene Berechnung so nicht durchgefiihrt werden (siehe unten).
Grundsitzlich ist bekannt, dass durch eine endliche Tiefenschirfe (engl. depth of field) der mikro-
skopisch sichtbare Probenbereich in z-Richtung deutlich eingeschrankt ist. Partikel, die perma-
nent oder bei Wechsel des Beweglichkeitsmodus kurzzeitig einen schnellen Diffusionskoeffizienten
aufweisen, verlassen die fokale Ebene schneller als Partikel mit einem relativ dazu langsamen
Diffusionskoeffizienten [Siebrasse et al., 2008]. Folgendes Beispiel soll verdeutlichen, warum es

bei klassischer Berechnung des MSD im Falle heterogener Partikelpopulationen zu einer immen-
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sen Ubergewichtung langsamer Trajektorien kommt:

100 Trajektorien seien in einem Film mit 1000 Bildern (999 Zeitschritten) gemessen worden.
99% dieser Trajektorien zeigen eine schnelle freie Diffusion mit einem Diffusionskoeffizienten von
beispielsweise 5 um?/s. Nach 11 Zeitschritten sei angenommen, haben die zugehorigen Partikel
den Fokusbereich verlassen. Die verbleibende eine Trajektorie hingegen zeigt eine Bindung im
Fokus und verlédsst den Fokusbereich wihrend der gesamten 1000 Bilder des Films nicht. Bei
der Berechnung des beispielsweise 10. MSD-Punkts wiirden die 99 schnellen Trajektorien jeweils
einmal zum Wert des MSD an diesem Punkt beitragen, insgesamt mit 99 Werten. Die eine ,,bin-
dende® Trajektorie wiirde jedoch mit 989 Werten zum 10. MSD-Punkt beitragen. Insofern wird
ersichtlich, dass es hier zu einer deutlichen Ubergewichtung der einzelnen langsamen Trajektorie
kommt. Dieses Artefakt fillt umso mehr ins Gewicht je unterschiedlicher die Diffusionskoeffizi-
enten der Partikelpopulationen sind und je weiter der MSD berechnet wird.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde der MSD daher so berechnet, dass eine Ubergewichtung von
Trajektorien ausgeschlossen ist, indem jede Trajektorie nur einmal zum m-ten MSD-Punkt bei-
tragt. Um dies zu erreichen, wurde zu Beginn der Auswertung entschieden bis zu welchem Punkt
M —1 der MSD berechnet werden sollte. Darauffolgend wurden nur solche Trajektorien mit einer
Mindestlange N > M ausgewihlt. Der m-te MSD-Punkt mit m < M wurde dann berechnet
indem die Absténde zwischen dem jeweiligen Trajektorienstart und Punkten [2;,,y,,] ermittelt,
quadriert und gemittelt wurden. So tréigt jede Trajektorie nur einmal zu jedem m-ten MSD-
Punkt bei und eine Ubergewichtung langer, meist langsamer Trajektorien wird ausgeschlossen
(siche auch [Veith et al., 2010]).

2.2.9.3 Monte Carlo Simulation: Diffusion mit mehreren Komponenten

Um die Ursache des Auftretens mehrerer Mobilitdtskomponenten in den Experimenten zu ver-
stehen, wurde mit Matlab (The MathWorks, Natick, MA, USA) eine Monte Carlo Simulation
programmiert. Trajektorien konnten mit einer variablen Zeitauflosung ¢ und einem Diffusionsko-
effizienten D; simuliert werden. Um die Distanz zwischen aufeinanderfolgenden Partikelpositio-
nen, beispielsweise [x1,y1] und [x2,y2], zu ermitteln, wurden jeweils unabhingig fiir die x- und
y-Bewegung Zufallszahlen Ax und Ay aus einer Normalverteilung mit der Standardabweichung
V4Dqt gezogen, welche dann zur letzten Partikelposition addiert wurden: xs = x1 + Az und
y2 = y1 + Ay. Der Trajektorienstart wurde auf [0,0] festgelegt. Die Trajektorienlinge N betrug
typischerweise mehr als 1000 Positionen, um eine ausreichende Statistik fiir folgende JD- bzw.
MSD-Analysen zu gewéhrleisten.

Um einen Wechsel der Partikelbeweglichkeit zu einem anderen Diffusionskoeffizienten Dy zu si-
mulieren, wurden Wahrscheinlichkeiten festgelegt, die die Haufigkeit eines solchen Ubergangs be-
stimmten. Vor jedem Sprung zu einer neuen Position [z;,y;] wurde eine gleichverteilte Zufallszahl
Z zwischen 0 und 1 gezogen. p(on) und p(of f), d.h. die Wahrscheinlichkeiten den Diffusionsko-
effizienten von D7 zu Dy zu wechseln bzw. von Dy zuriick zu D1, wurden so gewéhlt, dass sie
zwischen 0 und 1 liegen, wobei 0 bedeutete dass der Wechsel ausgeschlossen ist und 1, dass der

Wechsel auf jeden Fall stattfindet. Wenn Z < p(on) bzw. Z < p(off) war, kam es zu einem




46 Kapitel 2 - Material und Methoden

Wechsel des Diffusionskoeffizienten.

Um den Effekt der Lokalisierungsungenauigkeit auf die Sprungweitenverteilung zu untersuchen,
wurden die simulierten sog. ,realen“ Positionen kiinstlich , verwischt“. Dazu wurde zu jeder rea-
len Position sowohl in x als auch in y jeweils eine Zufallszahl aus einer Normalverteilung mit
dem Mittelwert Null und einer frei wiahlbaren Standardabweichung o gezogen. ¢ ist hierbei die
Lokalisierungsungenauigkeit (s. Kap. 3.2). Diese Zufallszahlen wurden dann jeweils zu der realen
x— und y—Position addiert. Der néchste Diffusionsschritt innerhalb einer Trajektorie erfolgte
jedoch immer ausgehend von der letzten realen Partikelposition.

Fiir jede Position wurde diese Prozedur automatisch wiederholt und so wurden Trajektorien

generiert, deren reale und deren (eindeutig definierte) verwischte Positionen bekannt waren.

2.2.9.4 Die diskontinuierliche Partikeldiffusion

Oft erfordert die Sprungweitenanalyse das Anpassen von zwei verschiedenen Diffusionskoeffizi-
enten D und Do, um die Daten adidquat zu beschreiben. Falls es sich tatsichlich um zwei reale
Diffusionskoeffizienten (siche Kap. 2.2.9.5) handelt, beispielsweise durch Partikel deutlich unter-

schiedlicher Grofe, sind zwei Szenarien denkbar:

e Die Diffusionskoeffizienten stammen aus zwei verschiedenen, nicht ineinander iiberfithrbaren

Partikelpopulationen.

e Die beiden Diffusionskoeffizienten stammen aus nur einer Partikelpopulation, deren einzelne
Partikel sich ,,diskontinuierlich“ bewegen. Dies bedeutet, dass die Partikel ihren Diffusions-
koeflizienten innerhalb einer Trajektorie &ndern kénnen, z.B. durch eine transiente Bindung

an andere mobile Objekte.

Um diese beiden Félle unterscheiden zu kénnen, wurde eine Analysemethode entwickelt (siehe
auch [Siebrasse et al., 2008]). In Abbildung 2.3 A ist ein simuliertes Sprungweitenhistogramm
zu sehen, an welches Gleichung 2.11 mit zwei Diffusionskoeffizienten angepasst wurde: D; =
0.31 um?/s und Dy = 0.77 pm?/s. Distanzen zwischen zwei benachbarten Trajektorienpunkten,
die groer als (hier) 250 nm sind, werden praktisch nur von Partikeln zuriickgelegt, die mit Do
diffundieren, wie die gestrichelte Wahrscheinlichkeitsdichtefunktion zeigt. Fiir Partikel, die mit
D, diffundieren, wird es mit zunehmender Sprungdistanz immer unwahrscheinlicher eine solche
Distanz zuriickzulegen. Ob zwei Partikelpopulationen mit unterschiedlichen Diffusionskoeffizien-
ten vorliegen oder aber nur eine Partikelpopulation mit einem Wechsel der Diffusionskoeffizienten
vorliegt, kann anhand der innerhalb einzelner Trajektorien vorkommenden Sprungweiten unter-
schieden werden. Aus allen experimentell ermittelten Trajektorien werden nur solche ausgewéhlt,
die Spriinge von (hier) >250 nm aufweisen, d.h. Sprungweiten, die mit hoher Wahrscheinlichkeit
von Partikeln stammen, die mit Ds diffundieren. Anhand des Sprungweitenhistogramms lésst sich
ein solcher Grenzwert ermitteln, der die genannte Bedingung erfiillt. Allerdings darf dieser Wert
nicht zu grof ist, da eine gewisse Wahrscheinlichkeit bestehen muss, dass Partikel, die mit Dy

diffundieren noch ausgewihlt werden. Hier wurde ein Selektionswert von 425 nm gew#hlt, welcher
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Abbildung 2.3: Sprungweitenanalyse zur Uberpriifung diskontinuierlicher Partikeldiffusion. (A) Simula-
tion von zwei unterschiedlichen Partikeltypen mit verschiedenen Diffusionskoeffizienten. Der Fit ergab: D
= 0.31pum? /s (gepunktete Kurve) und Dy = 0.77um? /s (gestrichelte Kurve). Sprungweiten von 425 nm
und mehr (vertikale Linie) werden praktisch nur von Partikeln absolviert, die mit Do diffundieren. (B)
Simulation eines Partikeltyps, welcher den Diffusionskoeffizient von Dy = 0.28 pm? /s (gepunktete Kurve)
zu Dy = 0.70 um? /s (gestrichelte Kurve), bzw. umgekehrt, dndern konnte. Nach Filtern der Trajektorien
auf Spriinge linger als 425 nm, lassen sich die beiden Fille unterscheiden: Fir unterschiedliche Partikel-
populationen (Ausgangshistogramm A) wurde nach Filterung nur eine, die schnellere, Komponente erhal-
ten (siehe C). Fiir Partikel, die ihren Bewegungsmodus dndern (Ausgangshistogramm B), wurden beide
Komponenten erhalten (siehe D). Hier sind Dy = 0.25um? /s (gepunktete Kurve) und Dy = 0.61 pm? /s
(gestrichelte Kurve). Fiir Details siehe Text.

beide Bedingungen erfiillt. Damit wurden alle Trajektorien bestimmt, die Spriinge von 425 nm
und grofer aufweisen. Von diesen nach Dy selektierten Trajektorien wird nun ein Sprungweiten-
histogramm erstellt. Wenn in diesem trotz der Selektion auf schnelle Trajektorien(-abschnitte)
nun wiederum D; auftaucht, so miissen Trajektorien vorliegen, die beide Diffusionskoeffizienten
enthalten. Ein Beispiel soll verdeutlichen, dass die beiden eingangs genannten Szenarien so auch

bei nur geringer Datenmenge klar unterschieden werden kénnen.
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Der Abbildung 2.3A und B liegen jeweils simulierte Daten zugrunde (siehe Kap. 2.2.9.3). Folgen-
de Parameter wurden in beiden Fillen als Ausgangswerte fiir die Simulation gewahlt: Dy g7y =
0.3 um?/s, Dy siy = 0.73 um? /s, 100 Partikel mit jeweils 99 Positionen, Zeitauflosung ¢=0.01s.
Der Unterschied zwischen beiden Simulationen ist, dass Abbildung 2.3 A zwei unterschiedliche
Partikelpopulationen zu gleichen Anteilen zugrundeliegen (jeweils 50 Partikel), die ihren jeweili-
gen Diffusionskoeffizienten Dy bzw. Dy nicht &ndern konnten. Abbildung 2.3 B hingegen liegt nur
eine Partikelpopulation zugrunde. Die einzelnen Partikel konnten hier ihren Diffusionskoeffizien-
ten nach jedem Sprung mit p(on)=p(of f)=0.5 dndern. Die Anzahl der simulierten Datenpunkte
(in beiden Féllen 9800 Spriinge) wurde bewusst klein gew#hlt, um zu demonstrieren, dass die
Analyse auch bei geringeren Datenmengen und einem damit einhergehenden relativ starken Rau-
schen noch anwendbar ist. Fiir den Graphen Abbildung 2.3 A wurden mit Gleichung 2.11 folgende
Werte ermittelt: D1 = 0.31 4 0.03 um? /s, mit einem relativen Anteil von 52 + 10% (gepunkte-
te Kurve) und Dy = 0.77 4 0.09 um?/s mit einem relativen Anteil von 48 + 10% (gestrichelte
Kurve). Fiir Abbildung 2.3 B wurden folgende Werte ermittelt: D1 = 0.28 4+ 0.03 um?/s (44 +
10%) und Do = 0.70 & 0.07 um?/s (56 £ 10%). Angegeben ist hier und im Folgenden immer der
Standardfehler. Es wird deutlich, dass die in die Simulation eingesetzten Werte im Rahmen der
Fehlergenauigkeit zuriickerhalten wurden.

Die Abbildungen 2.3 C und D zeigen die Sprungweitenhistogramme der jeweils nach der oben
beschriebenen Selektion erhaltenen Trajektorien. Die Bereiche grofler 425 nm wurden abgeschnit-
ten, da ab diesem Punkt das Histogramm der ausgewéhlten Trajektorien in das Histogramm der
Ausgangsdaten iibergeht, was bei realen Daten in einem sprunghaften Anstieg der Klassenan-
zahl resultieren und dann das folgende Anpassen einer Kurve stéren wiirde. Abbildung 2.3 C
zeigt, dass die Auswahlprozedur fiir den Fall unterscheidbarer Partikelpopulationen nur eine -
die schnelle - Partikelpopulation zuriickliefert, hier ist D = 0.72 & 0.02 um?/s. Abbildung 2.3 D
hingegen zeigt, dass im Falle der sich diskontinuierlich bewegenden Partikel beide Diffusionskom-
ponenten zuriickerhalten werden, hier sind Dy = 0.25 & 0.14 um?/s, Dy = 0.61 £ 0.14 um?/s,
sowie f1 =0.25 + 0.31 und f =0.75 + 0.30. Im letzteren Fall kénnen die Anteile nicht mehr sicher
bestimmt werden (siehe Fehler), da sich hier die geringe resultierende Datenmenge bemerkbar
macht. Trotzdem ist ersichtlich, dass die einzelnen Trajektorien aufgrund ihrer schnelleren Berei-
che selektiert werden, ihre langsamen Bereiche jedoch ebenfalls in das Sprungweitenhistogramm
eingehen und so die diskontinuierliche Partikeldiffusion kennzeichnen.

Zu beachten ist hier, dass sich im Beispiel die zu untersuchenden Diffusionskoeffizienten absolut
nicht sehr weit unterscheiden. Daher muss eine relativ hohe Grenze zur Selektion der Trajektorien
gewihlt werden, bei welcher dann allerdings auch fiir die schnellere Komponente nur noch eine
sehr geringe Chance besteht selektiert zu werden. Grundsétzlich wird also ersichtlich, je n&her
die zu separierenden Diffusionskoeffizienten liegen und je hoher die Grenze demnach gewéhlt
werden muss, um die Sprungwahrscheinlichkeit der langsameren Komponente vernachléssigen zu
konnen, desto mehr Datenpunkte im Ausgangshistogramm sind nétig. Fiir jeden Sprung oberhalb
der gewdhlten Grenze wird im Algorithmus die eine zugehotrige Trajektorie mit ihren restlichen
Spriingen selektiert. Insbesondere, wenn der Datensatz wenige Trajektorien enthélt, kann hier

sehr schnell eine Situation erreicht werden, bei welcher die aussortierte Trajektorienanzahl fiir




2.2 Methoden 49

die folgende Sprungweitenanalyse nicht mehr ausreicht. Da sich im oben gezeigten Beispiel be-
reits Effekte zeigen, die auf eine zu geringe Datenmenge nach der Filterung zuriickzufiithren sind,
kann davon ausgegangen werden, dass ein Sprungweitenhistogramm nach Anwendung des Algo-
rithmus noch mindestens 1 000 Spriinge beinhalten muss, damit die Fehler, die das Anpassen von
Gleichung 2.11 liefert, nicht zu grof§ werden.

Ein Ausgangshistogramm mit etwa 10000 Datenpunkten kann im hier gezeigten Fall, welcher
beispielhaft fiir die spétere Anaylse der BR2.1 mRNP-Bewegung steht (s. Kap. 3.4.3), also aus-
reichen, um eine diskontinuierliche Partikeldiffusion zu detektieren. Unterscheiden sich die Dif-
fusionskoeffizienten stérker, liegen also relativ gesehen deutlich mehr Spriinge der schnelleren
Komponente iiber der zu wahlenden Grenze, so kann auch ein Datensatz mit deutlich weniger
Trajektorien erfolgreich analysiert werden, solange das aus der Filterung resultierende Histo-

gramm mindestens 1000 Spriinge beinhaltet.

2.2.9.5 Die Ermittlung von Bindungsgleichgewichtskonstanten

Im Rahmen dieser Arbeit wurde ein Modell entwickelt, welches zeigt, dass sich ein hiufiger
Wechsel zwischen immobilisierender Bindung und freier Diffusion deutlich unterhald der Mess-
zeitauflosung im Sprungweitenhistogramm als Zweikomponentendiffusion darstellen kann (sie-
he Ergebnisteil). Die im Sprungweitenhistogramm erhaltenen Diffusionskoeffizienten entspre-
chen dann nicht mehr realen Diffusionskoeffizienten, sondern enthalten Informationen iiber die
Bindungswahrscheinlichkeiten der zugrundeliegenden anomalen Partikeldiffusion. Dies kann mit
Hilfe einer Monte Carlo Simulation illustriert werden, in der eine Teilchendiffusion mit einer
Zeitauflosung ¢ von 100 pus simuliert wurde. 100000 Spriinge wurde gewéhlt, um ein moglichst
glattes Sprungweitenhistogramm zu erhalten. Auf der Zeitskala von 100 ys pro Sprung wurde eine
diskontinuierliche Bewegung generiert, bei der ein Teilchen mit fest gew#hlten Werten von p(on)
und p(of f) (jeweils zwischen 0 und 1) zwischen einer freien Diffusion mit Dy..; = 3 um?/s und
einem gebundenen Zustand mit Dpyi,g = 0.001 um? /s wechselte. Wie in Kapitel 3.5.2 erliutert,
wurde Dype; = 3 pm? /s gewihlt, da ein BR2.1 mRNP nach der Stokes-Einstein-Gleichung mit
bekanntem Durchmesser von 50 nm (bei Annahme einer Kugelform) bei einer Nukleoplasmavis-
kositédt von 3cP (siehe Einleitung und Kap. 3.3) eben diesen Diffusionskoeffizienten aufweisen
sollte. Der Diffusionskoeffizient der gebundenen Partikel Dy;ng = 0.001 pem? /s wurde gewéhlt,
um einer nicht ganz vollstindigen Immobilisierung z.B. durch Bindung an flexible Strukturen
Rechnung zu tragen.

Es gilt fiir eine solche Reaktion erster Ordnung:

k(on)

freier Partikel gebundener Partikel

k(off)

k(on) und k(of f) sind die Geschwindigkeitskonstanten der Hin- und Riickreaktion. Die in der Si-
mulation gewéhlten Wahrscheinlichkeiten ,gebunden (p(on)) bzw. ,,wieder frei gelassen* (p(of f))
zu werden, hidngen mit den Geschwindigkeitskonstanten iiber k(on) = p(on)/t und k(of f) =

p(of f)/t zusammen. Damit gibt die in der Simulation gewéhlte grundsténdige Zeitauflsung ¢
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den maximal simulierbaren Wert fiir k(on) bzw. k(of f) vor. Hier ist k(on)maz = k(0f [)maz =
1/0.0001 s~ = 10000571, da ¢t =100 us ist und p(on) bzw. p(of f) maximal 1 sind.

Es gilt aulerdem K = k(on)/k(of f) = N(geb. Partikel)/N(freie Partikel), wobei K die Gleich-
gewichtskonstante der Reaktion darstellt und N die Anzahl der Partikel im gebundenen bzw.
freien Zustand. K ist ein Ma$ fiir die Bindungstendenz der simulierten Partikel. So deuten grofie
Werte von K (K >> 1) entsprechend auf einen hohen Anteil gebundener Partikel hin, kleine
Werte von K (K << 1) auf einen geringen Anteil gebundener Partikel.

Um einen frequenten Wechsel zwischen Bindung und freier Diffusion unterhalb der Messzeit-
auflosung zu generieren, wurde von den simulierten Daten mit einer Zeitauflésung von 100 us pro
Schritt nur jede 100. Position ausgewéhlt und zu einer neuen Trajektorie mit einer Zeitauflésung
von 10 ms pro Schritt zusammengefasst. Fiir nicht zu geringe Werte von k(on) bzw. k(of f) lag die
diskontinuierliche Bewegung der simulierten Partikel nun deutlich unterhalb der Zeitauflésung:
Ist ein Partikel gebunden, so héngt die Dauer seiner Immobilisierung im Modell nur von k(of f)
ab. Die durchschnittliche Dauer der Bindung t;, ist gegeben durch t;, = 1/k(of f) = t/p(of f).
Ubersteigt die durchschnittliche Lebensdauer nun die Zeitauflosung von (hier) 10ms, so wird
die diskontinuierliche Partikelbewegung zeitlich aufgelost. Werte von k(of f) < 100 Sekunde ™!
bzw. von p(off) < 0.01 liefern also einen Fall, der experimentell nicht beobachtet wird (siehe
Ergebnisse). Insofern wurden fiir p(of f) nur Werte oberhalb von 0.01 simuliert.

Um spéter aus experimentellen Sprungweitenhistogrammen Werte fiir k(on) bzw. k(of f) und K
zu erhalten, wurden simulierte Sprungweitenhistogramme fiir verschiedene Werte von p(on) und
p(of f) erstellt. Es wurden mit den oben genannten Diffusionskoeffizienten 100000 Spriinge auf
einer Zeitskala von 100 us simuliert, welche 99900 Spriingen auf einer Zeitskala von 10ms ent-
sprechen, wenn eine iiberlappende Berechnung der Sprungweiten von 1. zur 100. Position, der 2.
zur 101. Position usw., gewéhlt wird. Die Werte von p(on) und p(of f) wurden in 0.01-Schritten
zwischen 0.01 und 1 gewahlt, was in 100 mal 100 Wertepaaren und damit 100 mal 100 simulierten
Histogrammen resultierte. Die Klassenbreite des fiir jedes Wertepaar simulierten Histogramms
wurde mit 20nm so gewéhlt, dass sie genau so grofl war wie die bei den spéter zu untersu-
chenden experimentellen Daten. Um letztlich k(on) bzw. k(of f) und K fiir ein experimentelles
Histogramm zu erhalten, wurde dieses mit jedem der 100 mal 100 simulierten Histogramme ver-
glichen, d.h. mit jeweils einem Histogramm fiir ein bestimmtes Wertepaar von p(on) und p(of f).
Um das simulierte Histogramm zu ermitteln, welches am besten zu dem experimentellen passte,
wurde fiir jedes Wertepaar p(on) und p(of f) die quadratische Abweichung zwischen zu testendem
und simuliertem Histogramm einzeln fiir jede Klasse ermittelt und aufsummiert. So ergab sich
ein absoluter Abweichungskoeffizient 0, welcher aufgetragen gegen p(on) und p(of f) visualisiert
wurde. Der Bereich minimaler Abweichung zwischen zu testendem und simuliertem Histogramm
zeigte das am besten passende simulierte Histogramm an und die gesuchten Werte fiir k(on),
k(of f) bzw. fiir K.

Diese Analyse zur Ermittlung kinetischer Ratenkonstanten aus der Sprungweitenanalyse (im
Folgenden kurz Bindungsanalyse genannt) wurde zur Charakterisierung verschiedenen Tests mit

simulierten Daten unterzogen. Die Ergebnisse dieser Charakterisierung finden sich in Kapitel 3.1.




Kapitel 3

Ergebnisse

3.1 Die Charakterisierung der Bindungsanalyse

Die in Kapitel 2.2.9.5 vorgestellte Analyse zu Ermittlung kinetischer Ratenkonstanten aus der
Sprungweitenanalyse (kurz Bindungsanalyse) wurde entwickelt, um etwaige Bindungen der BR2.1
mRNPs an nukleéire Strukturen zu untersuchen (siehe Kapitel 3.5.2).

Zur Charakterisierung wurde die Analysemethode verschiedenen Tests mit simulierten Daten un-
terzogen. Der Abweichungskoeffizient § gibt die absolute Abweichung eines simulierten von einem
zu untersuchenden Sprungweitenhistogramm an (s. Kapitel 2.2.9.5). Durch die endliche Zahl si-
mulierter Spriinge sind zwei mit gleichen Parametern simulierte Sprungweitenhistogramme jedoch
nicht exakt gleich, sondern unterscheiden sich geringfiigig. Um dieses Rauschen zu charakterisie-
ren, wurden fiir alle genannten Wertepaare von 0.01 < p(on) < 1 und 0.01 < p(off) < 1 jeweils
zwei Sprungweitenhistogramme mit exakt den selben Parametern p(on) und p(of f) berechnet.
Die Klassenbreite betrug immer 20 nm. Fiir alle Sprungweitenhistogrammpaare wurde dann ¢ be-
stimmt (siehe Abbildung 3.1 A). Hier zeigte sich, dass §, abgesehen von vernachléssighbaren Rand-
effekten fiir Werte von p(of f) << 0.03, nie grofer als 3.3, hauptsiichlich jedoch nicht grofler als
1.7 war. Ein genereller Trend zur Zunahme des Abweichungskoeffizienten fiir kleinere Werte von
p(of f) ist damit zu begriinden, dass mit kleiner werdender Wahrscheinlichkeit den gebundenen
Zustand zu verlassen auch die Mobilitéit sank. Bei konstanter Klassenbreite der Sprungweitenhi-
stogramme von 20 nm wurden mit kleiner werdendem p(of f) zunehmend nur noch die kleineren
Histogrammbklassen gefiillt. Da die Klassenbreite aus den zu untersuchenden experimentellen Da-
ten mit 20 nm vorgegeben war, wurden fiir kleine Werte von p(of f) Histogramme erhalten, in
denen nur noch wenige (< 5) Klassen gefiillt waren. Damit wurden diese Histogramme durch
die relativ hohe Klassenbreite nur noch unzureichend aufgeldst und 0 stieg an. Da experimen-
tell jedoch nie Histogramme ermittelt wurden, bei denen bei 20 nm Klassenbreite nur die ersten
Klassen mit Werten gefiillt waren, wurde dieser Randeffekt hier nicht weiter beriicksichtigt.

Zur Uberpriifung, ob auch vorab definierte Werte fiir p(on), p(of f) und K mit Hilfe der Analy-
se aus dem zugehdorigen Sprungweitenhistogramm extrahiert werden konnten, wurden simulierte

Sprungweitenhistogramme mit jeweils definiertem p(on)sim, p(of f)sim und damit Ky, gene-
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Abbildung 3.1: Referenzsimulationen zur Ermittlung von Bindungskonstanten aus den Sprungweitenhi-
stogrammen bei diskontinuierlicher Partikeldiffusion unterhalb der Zeitauflésung. Aufgetragen ist jeweils
der absolute Abweichungskoeffizient 6 gegen p(on) und p(of f). (A) Um das Grundrauschen des Abwei-
chungskoeffizienten zu ermitteln, wurden fir jeden Wert von p(on) und p(off) je zwei Histogramme
simuliert und 0 zwischen beiden bestimmt. Abgesehen von Randeffekten ist § praktisch immer kleiner 1.7
(siehe Legende rechts oben). (B) Ein Sprungweitenhistogramm mit p(on)sim=0.1, p(of f)sim=0.9 und
damit K g;m=0.11 wurde simuliert (rotes Kreuz) und mit simulierten Sprungweitenhistogrammen fir 0.01
< plon) < 1 und 0.01 < ploff) < 1 verglichen. Es zeigte sich, dass § nicht in einem Punkt minimal
wird, sondern in einem Bereich, der dem Verhdltnis von p(on)sim und p(of f)sim also Kgmentspricht. Die
gestrichelte Linie zeigt das Verhiltnis K=0.2 an. (C) Fin Sprungweitenhistogramm mit p(on)sim =0.5,
p(0f f)sim=0.5 und damit K g, =1 wurde simuliert (rotes Kreuz) und analog zu B analysiert. Hier wurde
ein Bereich von K =1 ermittelt, wo § minimal wird (gestichelte Linie). (D) Ein Sprungweitenhistogramm
mit p(on)sim =0.9, p(of f)sim=0.1 und damit K;, =9 wurde simuliert (rotes Kreuz) und analog zu B ana-
lysiert. Die gestrichelte Linie zeigt einen Bereich von K =10 an. Details siehe Text. Die Legende rechts

oben gilt fiir alle Abbildungsteile.
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riert und iiberpriift, ob die Analyse die eingesetzten Werte wieder als Ergebnis zuriicklieferte. Es

wurden:

Kgjm = 0.11 mit p(on)sim= 0.1 und p(of f)sim = 0.9
Kgim = 1 mit p(on)sim = 0.5 und p(off)sim =0.5
Kgim = 9 mit p(on)sim = 0.9 und p(of f)sim = 0.1

gewihlt und nach oben beschriebener Methode analysiert. Abbildung 3.1 B - D zeigt die Er-
gebnisse. Die gestrichelten Linien in Abbildung 3.1 zeigen die K-Werte, welche aus der Analyse

zuriickerhalten wurden:

K = 0.2 fiir Kym = 0.11 (Abb. 3.1 B)
K =1 bei Ky =1 (Abb. 3.1 C)
K =10 bei Kym =9 (Abb. 3.1 D)

Die eingesetzten Werte wurden ausreichend genau zuriickerhalten (siehe Diskussion). Die Auflgsung
der Analyse war nicht hoch genug um die genauen Werte von p(on)si, und p(of f)sim (bzw.
k(on)sim und k(of fsim)) zuriick zu erhalten. Kj;,, konnte jedoch mit der vorgestellten Metho-
de zligig abgeschitzt werden. Damit konnte gezeigt werden, dass mit der vorgestellten Analyse
Aussagen zur Bindungskinetik der untersuchten Partikel aus den Sprungweitenhistogrammen ex-
trahiert werden kénnen. Die Anwendung dieser Analyse auf die Trajektorien der BR2.1 mRNPs
wird in Kapitel 3.5.2 beschrieben.
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3.2 Der Einfluss der Lokalisierungsungenauigkeit auf die Sprung-

weitenverteilung

Die Position eines fluoreszenzmarkierten Partikels kann durch Anpassung einer zweidimensionalen
Gaussfunktion an das Fluoreszenzsignal nur mit endlicher Genauigkeit bestimmt werden. Der Feh-
ler dieser Positionsbestimmung wird durch die Lokalisierungsungenauigkeit o angegeben. Um eine
Vorstellung von ¢ zu bekommen, denke man sich ein gaussformiges Fluoreszenzsignal auf einem
Kamerachip, welches von einem immobilisierten Partikel stammt. Durch verschiedene Rausch-
quellen aus der Probe und vom Detektor (Photonenrauschen, Dunkelrauschen, etc.) fluktuiert die
Intensitdt des Signals von Aufnahme zu Aufnahme. Nun wird in jedem Bild zur Lokalisierung der
Partikelposition eine zweidimensionale Gaussfunktion an das Fluoreszenzsignal angepasst. Durch
die Signalfluktuationen wird in jedem Bild eine neue, um die reale Partikelposition streuende
»scheinbare“ Partikelposition ermittelt. Stellt man nun diese ermittelten Positionen graphisch
dar, so ergibt sich eine gaussformige Positionsverteilung, deren Mittelpunkt der putativen Par-
tikelposition und deren Standardabweichung o der Lokalisierungsungenauigkeit entspricht. Die
Lokalisierungsungenauigkeit ist vom Signal-zu-Rausch-Verhiltnis (SRV) abhingig [Kues, 2001].
Eine Abschitzung des SRV gibt: SRV = Ig;,/SDpg, wobei Ig;, die maximale Amplitude des
Signals iiber dem Hintergrundrauschen und SDp, die Standardabweichung des Hintergrundrau-
schens ist. Typischerweise liegt o bei einem SRV von 5 in einem Bereich von 25 nm und kann ab
einem SRV von etwa 10 ca. 10 nm betragen [Kues, 2001].

Durch ¢ kommt es zu einem zusétzlichen Beitrag zur Partikelbewegung mit unterschiedlichem
Einfluss auf den in der MSD-Analyse bzw. in der JD-Analyse bestimmten Diffusionskoeffizienten.
o wirkt bildlich gesprochen wie eine, der eigentlichen Diffusionsbewegung iiberlagerte, zuséatzli-
che Beweglichkeit. Bei einem schlechten SRV von unter 5 kann ¢ Werte von 50 nm und mehr
erreichen. Fiir hohe Aufnahmeraten von beispielsweise 500 Hz, die einerseits notwendig sind um
schnellere diffusive Bewegungen effektiv zeitlich auflésen zu kénnen, die andererseits aber oft mit
einem schlechten SRV einhergehen, kann der Beitrag von o einen relativ groflen Effekt auf den
ermittelten Diffusionskoeffizienten haben. Ein Beispiel soll den Einfluss von ¢ auf die Sprung-
weiten der untersuchten Partikel verdeutlichen. Bei einem angenommenen Diffusionskoeffizienten
von 5 im? /s zeigen die untersuchten Partikel bei 500 Hz im quadratischen Mittel Sprungweiten
von ungefihr 200 nm (siche Gl. 2.12). Eine Uberschitzung der Sprungweiten durch ein mittleres
o von 50nm wiirde also einem Fehler von 25% entsprechen. Dies wiirde sich entsprechend auf
den durch die Sprungweitenanalyse ermittelten Diffusionskoeffizienten auswirken. Das Beispiel
verdeutlicht, dass eine quantitative Analyse des Einflusses von o auf den in der Sprungweiten-
analyse ermittelten Diffusionskoffizienten wichtig ist.

Um den Effekt der Lokalisierungsungenauigkeit auf die Sprungweitenverteilung zu quantifizieren
wurden Partikel mit einem definierten Diffusionskoeffizienten und mit definierter Lokalisierungs-
ungenauigkeit simuliert (siehe Kapitel 2.2.9.3). Dabei wurden die sog. ,,realen® Koordinaten der
erzeugten Trajektorien, d.h. die Koordinaten ohne Beitrag von o, den korrespondierenden sog.
sverwischten* Koordinaten (mit Beitrag von o) gegeniibergestellt, um bei einer vergleichenden

Analyse den Effekt von o zu ermitteln. Abbildung 3.2 A zeigt eine solche simulierte Trajekto-
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rie eines Partikels, welcher sich mit einem Diffusionskoeffizienten von 0.5 um? /s bewegt, einmal
ohne (schwarz) und einmal mit einer Lokalisierungsungenauigkeit von 50 nm (rot). Die gewéhlte
Zeitauflosung betrug 100 Hz. Es ist zu erkennen, dass sich die ,,verwischten“ Trajektorienpositio-
nen durch den Beitrag von ¢ bereits deutlich von den ,,realen* Trajektorienpositionen unterschei-
den. Die korrespondierende MSD-Analyse ist in Abbildung 3.2 B gezeigt. Ohne den Effekt der
Lokalisierungsungenauigkeit (Dreiecke) wurde ein linearer MSD-Verlauf mit der Zeit ermittelt,
welcher nach Anpassen einer Geradenfunktion den (eingesetzten) Diffusionskoeffizienten von 0.5
+ 0.001 um? /s zuriicklieferte (schwarze Gerade). Die angepasste Gerade liuft auBerdem durch
den Koordinatenursprung.
Zum Vergleich ist ebenfalls die MSD-Analyse fiir die gleichen Trajektorien mit Lokalisierungsun-
genauigkeit gezeigt (Quadrate). Eine angepasste Gerade (rot) lieferte auch hier den (eingesetz-
ten) Diffusionskoeffizient von 0.5 4= 0.004 um? /s zuriick. Diese Gerade verliuft allerdings nicht
mehr durch den Koordinatenursprung. Es ist bekannt, dass die Ungenauigkeit in der Positi-
onsbestimmung bei der MSD-Analyse keinen Effekt auf den bestimmten Diffusionskoeffizienten
hat, sondern sich im Ordinatenabschnitt der angepassten Geraden niederschligt. Es gilt nach
[Thompson et al., 2002]

<12 >yp= 4Dt + 40> (3.1)

Die Lokalisierungsungenauigkeit o stellt sich also als zusétzlicher Beitrag zu jedem MSD-Punkt
dar. Die angepasste rote Gerade in Abbildung 3.2 B liefert einen y-Achsenabschnitt von 0.01 +
0.001 um? /s, was nach Gleichung 3.1 einem (eingesetzten) o von 50 + 5nm entspricht.

Da der Diffusionskoeffizient D in der MSD-Analyse relativ zwischen verschiedenen MSD-Punkten
bestimmt wird, die gleichermaflen durch den systematischen Fehler der Lokalisierungsungenau-
igkeit beeinflusst werden, wird D hier durch o nicht beeinflusst. Anders ist dies jedoch bei der
Sprungweitenanalyse. Abbildung 3.2 C zeigt die Sprungweitenanalysen der simulierten Partikel,
einmal ohne (Dreiecke) und einmal mit Lokalisierungsungenauigkeit (Quadrate). Wéhrend die
Sprungweitenanalyse fiir ¢ = 0 den eingesetzten Diffusionskoeffizienten von 0.5 £ 0.005 um?/s
zuriick lieferte (schwarze Kurve), zeigt sich mit 0 = 50 nm ein grundlegend anderes Bild. Die an-
gepasste rote Kurve lieferte hier einen Diffusionskoeffizienten von 0.75 £ 0.007 um? /s zuriick, ein
Wert der deutlich iiber dem eingesetzten Diffusionskoeffizient von 0.5 um? /s liegt. Dies bestitigt
die oben erlduterte Abschitzung, dass die Lokalisierungsungenauigkeit unter ungiinstigen Bedin-
gungen in der Sprungweitenanalyse einen deutlichen Einfluss auf den ermittelten Diffusionskoef-
fizienten haben kann.

Da die MSD-Analyse grundsétzlich nur mittlere Diffusionskoeffizienten liefert, kann (wie in die-
ser Arbeit gezeigt) die MSD-Analyse die Sprungweitenanalyse nicht ersetzen. Insofern war es
wichtig, den Beitrag von ¢ zum in der Sprungweitenanalyse ermittelten Diffusionskoeffizienten
zu quantifizieren.

Ausgehend von Gleichung 3.1 kann der Beitrag von ¢ zu dem in der Sprungweitenanalyse ermittel-
ten Diffusionskoeffizienten berechnet werden. Der entscheidende Unterschied in der Bestimmung
von D zwischen der MSD- und der Sprungweitenanalyse ist, dass D in der MSD-Analyse relativ
aus zwei oder mehr Datenpunkten bestimmt wird, die beide um den gleichen Betrag von 4¢?

erhoht sind. Entsprechend ist der absolute Wert der einzelnen MSD-Punkte nicht relevant, solan-
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ge alle MSD-Punkte um den selben Betrag erhoht sind (sonst wiirde sich die Steigung &ndern).
Entsprechend ist es nicht richtig, die an den MSD-Verlauf angepasste Gerade durch den Koor-
dinatenursprung zu zwingen. In der Sprungweitenanalyse jedoch wird der Diffusionskoeffizient
- um im Bild des MSD-Verlaufs zu bleiben - genau so bestimmt, als ob man die MSD-Gerade
durch den Koordinatenursprung zwingen wiirde (sieche Abb. 3.2 C, Einfiigung rechts oben). Da
typischerweise fiir JD1, JD2, etc. separate Sprungweitenanalysen erstellt werden, wird eine rela-
tive Bestimmung des Diffusionskoeffizienten (analog zum MSD) innerhalb der JD-Analyse nicht
vorgenommen. Der Referenzpunkt ist in der JD-Analyse der Koordinatenursprung, denn hier
gilt, dass bei ¢ = 0 kein Sprung vollzogen wird (was einem MSD von 0 bei ¢ = 0 entspricht).
Dadurch wirkt ¢ in der Sprungweitenanalyse wie eine allgemeine Vergroflerung der Sprungwei-
ten bzw. wie eine Verbreiterung der Sprungweitenverteilung (sieche Abbildung 3.2 C), da streng
genommen eine falsche Extrapolation auf ¢ = 0 zugrundeliegt. Entsprechend liefert eine durch
den 1. MSD-Punkt und den Koordinatenursprung gezwungene Gerade in der MSD-Analyse der
,verwischten“ Trajektorien als Diffusionskoeffizient 0.75 m? /s und somit den Wert, den auch die
Sprungweitenanalyse lieferte (Abbildung 3.2 C, blaue Gerade).

Ein Bezug zwischen dem Diffusionskoeffizienten, welcher in der Sprungweitenanalyse ermittelt
wird D jp, und dem Diffusionskoeffizienten, welcher in der MSD-Analyse bestimmt wird Dyssp,
besteht daher iiber folgende Gleichung:

4D pt = 4Dyspt + 40 (3.2)

wobei die linke Seite der Gleichung als eine durch den jeweiligen t-ten MSD-Punkt und den
Koordinatenursprung erzwungene MSD-Gerade aufgefasst werden kann. Aus Gleichung 3.2 ergibt

sich unmittelbar )

g
Djp = Dysp + T (3.3)

Hierin kann Djsgp als sog. ,,realer” Diffusionskoeffizient verstanden werden, welcher unabhéngig

vom Ausmafl der Positionsverwischung durch o gilt. Djp stellt sich entsprechend als durch o

Abbildung 3.2: (A) Gezeigt ist eine simulierte Beispieltrajektorie (D = 0.5 um?/s) mit (rot) und ohne
(schwarz) Beitrag von o. Ein o von 50nm ist um die erste Position eingezeichnet (gestrichelter Kreis).
Es sei angemerkt, dass hier verwischte und reale Partikelposition nur zufillig aufeinander liegen. (B)
Die zu A gehérigen MSD-Verliufe mit (Quadrate, rot) und ohne (Dreiecke, schwarz) Beitrag von o. o
bewirkt hier eine Parallelverschiebung des MSD-Verlaufs zu grifferen Werten. Der ,relativ’ ermittelte
Diffusionskoeffizient dndert sich nicht. (C) Die zu A zugehirigen Sprungweitenverteilungen mit (Qua-
drate, rot) und ohne (Dreiecke, schwarz) Beitrag von o. o wverbreitert die Sprungweitenverteilung und
wirkt sich so auf den ermittelten Diffusionskoeffizienten aus. Die blaue Gerade rechts oben zeigt den Zu-
sammenhang zwischen der MSD- und der Sprungweitenanalyse (siehe Text).(D) Beispieltrajektorie eines
simulierten tmmobilisierten Partikels, dessen bestimmte Position aufgrund von o = 50 nm um seine reale
Position fluktuiert. (E) Zu D korrespondierenden MSD-Analyse. Die Steigung des MSD-Verlaufs ist 0
(rote Gerade), der Ordinatenabschnitt betrigt etwa 0.0101. Die Standardfehler sind angegeben. (F) Zu D
korrespondierende Sprungweitenanalyse. Die Sprungweiten sind ein reiner Effekt der Lokalisierungsun-

genauigkeit o, ebenso wie der ermittelte Diffusionskoeffizient (rote Kurve). Fiir Details siche Text.
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erhohter Diffusionskoeffizient dar. Gleichung 3.3 zeigt auch, dass sich fiir gréflere Werte von t,
d.h. fiir Sprungweitenanalysen iiber grofiere Zeitintervalle (JD2, JD3,...), D jp zunehmend Dyssp
annéhert.

Um den beschriebenen Bezug zwischen D;p und Dp;sp zu iiberpriifen, wurden Trajektorien si-
muliert, welche einen Diffusionskoeffizienten von 0 (immobilisierte Partikel) und ein o von 50 nm
aufwiesen. Hier sollte nach Gleichung 3.3 D;p nur von ¢ abhingen und bei 0.25 um? /s liegen.
Abbildung 3.2 D zeigt eine Beispieltrajektorie. Es ist zu erkennen, dass die Partikelposition durch
o fluktuiert. Die korrespondierende MSD-Analyse ist in Abbildung 3.2 E gezeigt. Wie nach Glei-
chung 3.1 zu erwarten, zeigt sich der MSD im Rahmen der Fehlergenauigkeit als Parallele zur
Abszisse mit einer Steigung und damit einem (eingesetzten) Diffusionskoeffizienten von 0. Der
Ordinatenabschnitt liegt bei etwa 0.0101, was wie erwartet einem ¢ von ungefihr 50 nm ent-
spricht. In der zugehorigen Sprungweitenanalyse (Abbildung 3.2 F) zeigt sich nun jedoch der
reine o-Effekt: hier wurde ein Diffusionskoeffizient von 0.25 £ 0.003 um? /s erhalten. Dies illus-
triert die Giiltigkeit der oben vorgestellten Ableitung.

Damit zeigte sich, dass bei bekannter Lokalisierungsungenauigkeit iiber Gleichung 3.3 quantitativ
bestimmt werden kann, wie hoch die Abweichung des in der Sprungweitenanalyse ermittelten Dif-
fusionskoeffizienten ist. Dabei kann die Lokalisierungsungenauigkeit durch das SRV abgeschétzt

werden [Kues, 2001]. Es gilt also

o2

ADjp = — (3.4)
wobei ADjp die durch ¢ bedingte Abweichung im Diffusionskoeffizienten der Sprungweitenana-
lyse ist.

Wichtig ist das oben dargelegte immer dann, wenn aufgrund heterogener Mobilitdtskomponenten
in der Probe eine einfache MSD-Analyse nicht ausreicht, um die Partikelbewegung hinreichend
zu beschreiben bzw. den in der Sprungweitenanalyse ermittelten Diffusionskoeffizienten, wie in
dieser Arbeit, ein grofles Gewicht zukommt. Dann ist es hilfreich zu wissen, in wie weit ein in der
Sprungweitenanalyse ermittelter Diffusionskoeffizient , kiinstlich“ erhoht ist.

Tauchen mehrere klar voneinander separierbare Mobilitdtskomponenten in der untersuchten Pro-
be auf, so reicht die Bestimmung eines mittleren SRV normalerweise nicht mehr aus, da schnellere
Partikel typischerweise eine hohere Lokalisierungsungenauigkeit zeigen, weil ihr Signal durch die
erhohte Beweglichkeit verwischt wird. Fiir den Fall, dass beispielsweise zwei unterschiedliche
(und damit separierbare) Mobilitdtskomponenten in der Probe diffundieren, kann eine bereits
von Schiitz et al. vorgestellte Kombinationsanalyse genutzt werden, welche die Sprungweitenana-
lyse und die MSD-Analyse kombiniert [Schiitz et al., 1997]. Hier werden fiir mehrere Zeitpunkte
t1, to, t3, usw. Sprungweitenanalysen JD1, JD2, JD3.... erstellt. Aus diesen Sprungweitenanaly-
sen kann dann fiir jeden Zeitpunkt ¢ iiber Gleichung 2.11 separat fiir jede Diffusionskomponente
i ein < r(t)? >; ermittelt werden. Die so aus den Sprungweitenanalysen erhaltenen < r(t)? >;
konnen dann fiir jede Komponente separat gegen t aufgetragen werden. Durch Anpassen einer
Geradenfunktion an den linearen Bereich, kann so fiir jede Komponente ein eigener MSD-Verlauf
erstellt werden. Unter Voraussetzung eines zumindest anfénglich linearen MSD-Verlaufs kénnen

diese Einzelkomponenten-MSDs dann iiber Anpassen einer Geradenfunktion auf Null extrapoliert
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werden, um die Lokalisierungsungenauigkeit der jeweiligen Mobilitdtskomponenten und damit die
Abweichung im Diffusionskoeffizienten der jeweiligen Sprungweitenanalyse zu bestimmen.

Wie in Kapitel 3.4.1 beschrieben, lag das durchschnittliche SRV der mit spezifischen RNA-
Oligonukleotiden markierten BR2.1 mRNPs meist bei ungefahr 8. Nach [Kues, 2001] entspricht
dies einem ¢ von etwa 15 nm. Mit Gleichung 3.4 kann hier ein in der Sprungweitenanalyse ermit-
telter Diffusionskoeffizient der BR2.1 mRNPs als im Mittel um 0.02 um?/s zu hoch angesehen
werden. Dies ist fiir die Diffusionskoeffizienten der mobilen Komponenten vernachléssigbar. Fallt
das SRV jedoch auf einen Wert von 5 ab (¢ = 35nm [Kues, 2001]), was insbesondere bei den
Experimenten mit Himolymphe h#ufiger der Fall war, steigt nach Gleichung 3.4 der Beitrag
von ¢ zum in der Sprungweitenanalyse ermittelten Diffusionskoeffizienten auf 0.12 yum?/s. Die-
ser Wert tauscht fiir immobilisierte Partikel bereits eine langsame Diffusion vor und kann daher

missinterpretiert werden (siehe Diskussion).
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3.3 Die nukleoplasmatische Viskositéit im Speicheldriisenzellkern

In einer vorhergehenden Arbeit wurde die nukleoplasmatische Viskositat der C. tentans Spei-
cheldriisenzellkerne bereits mit Hilfe inerter Nanopartikel bestimmt, welche einen Durchmesser
von 30 nm (QuantumDots) bzw. 210 nm (Polystyrol-Partikel) aufwiesen [Veith, 2007]. Diese Pro-
ben wurden mit Einzelpartikeltracking untersucht. Die BR2.1 mRNP-Partikel weisen jedoch einen
Durchmesser von etwa 50 nm auf. Die effektive Viskositdt kann sich in heterogenen Medien wie
einem Zellkern als groflenabhiingig erweisen (siehe Diskussion). Daher wurde die Kernviskositét
im Rahmen dieser Arbeit zusétzlich mit inerten Referenzpartikeln vermessen, welche eine dhnli-
che GroBe wie die BR2.1-Partikel aufweisen. Hierzu wurde die nukleoplasmatische Diffusion von
inertem 500 kDa FITC-Dextran mit Hilfe von FRAP untersucht. Die durchschnittliche Gréfle der
hier benutzten Charge an Dextran wurde iiber Referenzmessungen in Puffer bestimmt. Um die
potentielle Grolenabhéngigkeit der Viskositét festzustellen, wurde auflerdem kleineres 150 kDa
FITC-Dextran mit der selben Technik unter gleichen Bedingungen im Speicheldriisenzellkern ver-
messen. So sollte sichergestellt werden, dass zu beobachtende Effekte probenspezifisch sind und

die Messungen sich gut vergleichen lassen.

3.3.1 FRAP-Messungen mit FITC-Dextran

Die Durchfithrung der FRAP-Messungen ist in Kapitel 2.2.5 beschrieben. Zur Bestimmung seiner
durchschnittlichen Gréfle wurde der mittlere Diffusionskoeffizient von 500 kDa FITC-Dextran in
Transportpuffer gemessen, da dieser Puffer auch fiir die Kerninjektionen genutzt wurde. Hierzu
wurde eine 0.05%-ige Losung (Gewicht/Volumen) angesetzt und in eine Probenkammer iiberfiihrt.
Das Ergebnis einer typischen Messung ist in Abbildung 3.3 A gezeigt. Die an die normierte Fluo-
reszenzintensitit angepasste Gleichung 2.4 beschrieb den experimentellen Kurvenverlauf bis auf
geringe Abweichungen im Bereich von 10s gut. Insgesamt wurden 5 unterschiedliche Messungen
durchgefiihrt. Im Mittel wurde fiir 7, ein Wert von 1.48+0.02s erhalten (siehe Tabelle 3.1). Die
Fluoreszenzriickkehr lag bei 100% (k=1£0.004), wie fiir freie Diffusion in Puffer zu erwarten
war. Der geblichene Bereich ist auf dem ersten Bild nach dem Bleichvorgang noch deutlich zu
erkennen. Die Aufnahmezeit ist deutlich kiirzer als die Fluoreszenzriickkehrzeit, daher befinden
sich nach 0.13 s die meisten geblichenen Teilchen noch im Bleichbereich. Die mittlere Bleichtiefe
K betragt 1.15 £ 0.02.

Die Viskositdt des verwendeten Puffers kann mit der von reinem Wasser gleichgesetzt werden.
Somit ergibt sich fiir das 500 kDa FITC-Dextran nach Gleichung 2.1 bei einer Viskositét von 1 cP
ein Diffusionskoeffizient Dspg rey von 7.7 £ 0.1 pum?/s. Damit errechnet sich nach der Stokes-
Einstein-Gleichung (Gleichung 2.9) ein hydrodynamischer Durchmesser von 57 £+ 0.8 nm. Dieser
Wert ist vergleichbar mit dem Durchmesser der BR2.1 mRNP-Partikel.

Zur Untersuchung der Viskositét im Kern wurde 500 kDa FITC-Dextran als 1%-ige Losung (Ge-
wicht/Volumen) in insgesamt 15 Speicheldriisenzellkerne von 2 verschiedenen Speicheldriisen inji-
ziert. Die hohere Konzentration wurde gewahlt, da moglichst geringe Probenvolumina injiziert

werden sollten, um die lokale nukleoplasmatische Umgebung moglichst wenig zu beeinflussen.




3.3 Die nukleoplasmatische Viskositidt im Speicheldriisenzellkern

61

APB

0.13s 1.2s 122s
- =
T T T T T T T T T T T
1.0- i
5 0.9- )
g0
o 0.8+ .
E 1
e 07- |
g
E 06- -
Z -
0.5 )
: 20 40 60 80 100 120
Zeit [s]

1.00-
Ea%j
2 0.90-
Q .
= 0.85
5 0.80-
g J
% 0.75—_

0.70

o
N
o
N
o

60
Zeit[s]

Abbildung 3.3: Gezeigt ist das Ergebnis einer typischen FRAP-Referenzmessung von 500kDa
FITC-Deztran in Transportpuffer (A) bzw. von 500kDa FITC-Dextran, welches in einen Spei-
cheldriisenkern mikroingjiziert wurde (B). Die oberen Bilder zeigen jeweils die Fluoreszenzinten-
sitdt zu unterschiedlichen Zeitpunkten. Die Farbcodierung ist nebenstehend abgebildet. Das erste
Bild wurde jeweils sofort nach dem ca. 130 ms dauernden Bleichvorgang aufgenommen. Die rote
Kurve wurde nach Gleichung 2.4 an die Daten angepasst. PB, Bild vor Beginn des Bleichvorgangs.

Gestrichelte Umrandung, Bleichbereich. Durchgezogene Umrandung, Referenzbereich. Siehe Text

fiir Details.
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Eine 1%-ige Injektionslésung lieferte die besten Ergebnisse. Die Speicheldriisen verblieben jeweils
wéhrend der gesamten Messung in PBS. Abbildung 3.3 B zeigt eine typische FRAP-Messung im
Zellkern. Das 500 kDa FITC-Dextran blieb aus den Bereichen der Nukleoli und der Polyténchro-
mosomen ausgeschlossen (hier wegen der gedffneten konfokalen Lochblende schlecht zu erkennen),
durchdrang sonst jedoch den verbleibenden Nukleoplasmabereich vollstandig. Durch die voll getft-
nete Detektionslochblende (siehe Kapitel 2.2.5) sind auch Elemente zu erkennen, die nicht mehr
im Fokus liegen. Die Bleichregion wurde so im Kern platziert, dass ein Bereich mit grofiem Nu-
kleoplasmaanteil geblichen wurde. Die angepasste Gleichung 2.4 beschrieb die gemessenen Daten
typischerweise sehr gut. Lediglich zwei Messungen mussten verworfen werden, da Gleichung 2.4
hier nicht an die Daten angepasst werden konnte. Die Fluoreszenzriickkehr war auch im Zellkern
vollsténdig. Die Bleichtiefe lag mit 0.67 £+ 0.04 geringer als in Losung, wahrscheinlich bedingt
durch Laserlichtabsorption des zu durchdringenden Gewebes. Im Mittel wurde fiir 7. ein Wert
von 4.72 £+ 0.33 s erhalten. Der hier deutlich groflere Standardfehler zeigt, dass eine héhere Streu-
ung in den ermittelten Werten fiir 7. gefunden wurde. Da der Diffusionskoeffizient umgekehrt
proportional zu 7, ist, sind nach Gleichung 2.9 das Verhéltnis der 7,-Werte in Puffer und im
Zellkern gleich dem Verhéltnis der Viskositdten im Puffer und im Zellkern. Damit erhélt man
fiir die mittlere Zellkernviskositét nyes500 = 3.2 £ 0.27 cP. Der Diffusionskoeffizient des 500 kDa
FITC-Dextrans im Zellkern Dsog iern betridgt 2.4 £ 0.17 um? /s. Tabelle 3.1 fasst die Ergebnisse

zusaminen.

Probe Tr 8] D [pm?/s] k K N
)

Puffer (0.05%) 1.48 £0.02 7.7+ 0.1 140.004 1.154 0.02
Kern (1%) 472 +£033 24+017 140004 0.67=£0.04 15

Tabelle 3.1: Zusammenfassung der FRAP-Messungen mit 500kDa FITC-Deztran. Die Werte
fiir 7., k und K sind Mittelwerte. Die Einzelwerte wurden nach Anpassen der Funktion 2.4 an die
einzelnen Datensdtze erhalten. 7., charakteristische Zeit der Fluoreszenzriickkehr. D, Diffusions-
koeffizient. k, Vollstandigkeit der Fluoreszenzriickkehr. K, Bleichtiefe. N, Anzahl der Messungen
(bei Kernmessungen Anzahl unterschiedlicher Kerne). Der Standardfehler ist angegeben. Prozent-

angaben beziehen sich auf die Konzentration der Injektionslésung. Weitere Details im Text.

Um zu klédren, ob eine ausgeprigte Groflenabhéingigkeit der nukleoplasmatischen Viskositét vor-
liegt, wurden die oben beschriebenen Messungen mit 150 kDa FITC-Dextran wiederholt, de-
ren mittlere Grofle ebenfalls durch Referenzmessungen in einer Probenkammer bestimmt wurde.
Hierzu wurde eine 0.01%-ige Losung (Gewicht/Volumen) in Transportpuffer insgesamt 6 mal ver-
messen. Abbildung 3.4 A zeigt eine typische Messung. Auch hier beschreibt Gleichung 2.4 die
Daten gut. Auf dem ersten Bild nach dem Bleichvorgang ist jedoch deutlich zu erkennen, dass der
Rand des Bleichbereichs bereits durch die hohere Mobilitét des 150 kDa Dextrans verschwommen
abgebildet ist. Wie Tabelle 3.2 zu entnehmen ist, errechnet sich fiir das 150 kDa FITC-Dextran
ein mittlerer Diffusionskoeffizient D150, gey von 27.8 £ 0.7 wm? /s. Es ergibt sich entsprechend ein
mittlerer hydrodynamischer Durchmesser von 16 £+ 0.4 nm. Beide Werte passen gut zu fritheren
Daten [Lang et al., 1986]. Die mittlere Bleichtiefe K liegt mit 0.51 £ 0.005 deutlich niedriger
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Abbildung 3.4: Gezeigt ist das Ergebnis einer typischen Referenzmessung mit 150 kDa FITC-
Dezxtran in Transportpuffer (A) bzw. von in einen Speicheldrisenzellkern mikroingiziertem 150 kDa
FITC-Dextran (B). Die oberen Bilder zeigen jeweils die Fluoreszenzintensitit zu unterschiedlichen
Zeitpunkten. Die Farbcodierung ist nebenstehend abgebildet. Die rote Kurve wurde nach Gleichung
2.4 an die Daten angepasst. PB, Bild vor Beginn des Bleichvorgangs. Gestrichelte Umrandunyg,

Bleichbereich. Durchgezogene Umrandung, Referenzbereich. Siehe Text fiir Details.
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Probe Tr D [um? /s k K N

Puffer (0.01%) 0.41 +0.01 27.8+£0.7 1+0.004 051+ 0.005 6
Kern (1%) 177402 64+0.7 1.02+0.006 06402 4(x2)

Tabelle 3.2: Zusammenfassung der FRAP-Messungen mit 150 kDa-FITC-Dextran. Die Werte fiir 1, und
k sind Mittelwerte. Die Einzelwerte wurden nach Anpassen der Funktion 2.4 an die einzelnen Datensdtze
erhalten. N, Anzahl der Messungen. x2, 2 Messungen pro Kern. Der Standardfehler ist angegeben. Pro-

zentangaben beziehen sich auf die Injektionslosung. Weitere Details im Text.

als bei den Puffermessungen des 500 kDa Dextrans bei gleicher Bleichintensitét. Auch hier zeigt
sich der Effekt des hohen Diffusionskoeffizienten: Mit zunehmendem D diffundieren wihrend des
Bleichvorgangs bereits ungeblichene Teilchen in den Bleichbereich. Die Fluoreszenzriickkehr ist
wie erwartet vollstdndig.

Abbildung 3.4 B zeigt eine Beispielmessung im Kern. Aus oben beschriebenen Griinden wurde
auch hier eine 1%-ige Losung zur Injektion verwendet. Betrachtet man den Mittelwert fiir K
(siehe Tabelle 3.2), so fillt auf, dass K mit 0.6 + 0.2 zwar nur wenig kleiner ist, als im Fall des
500 kDa Dextrans im Kern, der Standardfehler hier jedoch deutlich gréfler ist. Dies zeigt eine
breitere Streuung der Einzelmessungen an. Grundsétzlich wird, wie im Beispiel zu sehen, die
Fluoreszenzriickkehr des 150 kDa FITC-Dextrans im Kern durch Gleichung 2.4 gut beschrieben.
Insgesamt wurden 4 unterschiedliche Kerne jeweils 2 mal vermessen. Im Mittel ergibt sich fiir das
150 kDa Dextran im Kern ein Diffusionskoeffizient D150 kern von 6.4 £ 0.7 ,um2 /s. Verglichen
mit den Referenzmessungen ergibt sich fiir das 150 kDa Dextran eine Viskositdt im Kern von
NMNue,150 = 4.3 £ 0.6 cP.

Damit zeigten sowohl das 500 kDa als auch das 150kDa FITC-Dextran ein qualitativ &hnliches
Verhalten im Kern wie in Losung. In allen Féllen wurde eine vollstéindige Fluoreszenzriickkehr
beobachtet und die fiir rein diffusive Prozesse giiltige Gleichung 2.4 beschrieb die Daten in allen
Fillen gut. Insofern kann auf eine diffusiv dominierte Bewegung der Dextrane im Speicheldriisen-
zellkern geschlossen werden. Tabelle 3.3 fasst die ermittelten Viskositédtswerte zusammen. Dem-
nach sind die Unterschiede zwischen den ermittelten Viskositdtswerten gering. Zumindest als
Trend deutet sich eine tendenziell hohere Kernviskositét fiir Teilchen kleineren Durchmessers an.
Die ermittelten Viskositidtswerte liegen insgesamt im Bereich der mit 30 nm QuantumDots (5 cP)
und 210 nm Polystyrol-Partikeln (4 cP) gemessenen [Veith, 2007].

Dextran Nikern [€P]  d [nm]

500 kDa (1%) 3.2 +0.27 57 + 0.8
150 kDa (1%) 4.3 £0.6 16 + 0.4

Tabelle 3.3: Zusammenfassung der mit FRAP ermittelten Kernviskositits-
werte und Dextrandurchmesser. Der Durchmesser d wurde aus dem in Puffer
gemessenen Diffusionskoeffizienten berechnet. Prozentangaben beziehen sich auf

die Injektionslosung. Der Standardfehler ist angegeben. Details im Text.
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3.4 Die BR2.1 mRNP-Mobilitit im Nukleoplasma

3.4.1 In-situ-Markierung und Markierungsgrad

Endogene BR2.1 mRNPs wurden mit Hilfe fluoreszenzmarkierter 2’0-Me-RNA-Oligonukleotide
(kurz: spezifische RNA-Oligonukleotide), welche komplementér zu Teilen der repetitiven BR2.1-
Sequenz sind, spezifisch in situ markiert (siehe Kapitel 2.1.4). Sie weisen im Vergleich zu DNA-
Oligonukleotiden eine deutlich héhere Lebensdauer im Nukleoplasma auf und zeichnen sich durch
eine stérkere Bindung an die Ziel-RNA aus [Molenaar et al., 2001]. Die Oligonukleotide wurden
in Speicheldriisenzellkerne mikroinjiziert. Abbildung 3.5 A zeigt eine konfokale Aufnahme eines
Speicheldriisenkerns nach Oligonukleotidmikroinjektion. Die BR2.1-Transkriptionsstelle ist deut-
lich zu erkennen, was bestétigt, dass die Oligonukleotide spezifisch an die BR2.1 mRNA binden.
Der gegeniiber dem Nukleoplasma deutliche erhéhte Markierungsgrad der Transkriptionsstelle
ist mit der hohen lokalen Konzentration an mRNA zu erkliren, da bis zu 16 000 Chromatinfiden
mehrfach parallel transkribiert werden (siehe Einleitung) und eine entsprechende Anzahl von
unfertigen mRNA-Molekiilen markiert werden kann. Das Nukleoplasma ist ebenfalls durch die
Oligonukleotide angefarbt. Auffillig ist, dass die Oligonukleotide vom Polytdnchromosomen aus-
geschlossen bleiben. Hier zeigt sich, dass die meisten Oligonukleotide gebunden an BR2.1 mRNPs
vorliegen, da die kondensierten Polytdnchromosomen eine duflerst dichte Struktur bilden, die fiir
mRNPs mit einem Durchmesser von 50 nm undurchdringlich sind.

Um die nukleoplasmatische Mobilitdt der BR2.1 mRNPs zu untersuchen wurden Messungen an

" PATTRNERAR

Abbildung 3.5: (A) Konfokale Aufnahme eines Speicheldriisenzellkerns nach Mi-
kroinjektion fluoreszenzmarkierter Oligonukleotide, die spezifisch BR2.1 mRNA

markieren. Tr, BR2.1 Transkriptionsstelle. PT, Polytinchromosom. Nuk, Nukleo-
plasma. Balken: 5pum. (B) Filmsequenz (Ausschnitt) eines am Einzelmolekiilmi-
kroskop aufgenommenen BR2.1 mRNPs im Nukleoplasma. Gezeigt ist jedes 5. Bild
(entsprechend 50 ms Zeitdifferenz zwischen den Bildern). Pizelgrifie 95.2nm.
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einem Fluoreszenz-Videomikroskop (Einzelmolekiilmikroskop, siehe Kapitel 2.2.7) durchgefiihrt.
Diese Technik ist in der Lage Signale einzelner Fluoreszenzfarbstoffe mit hoher Geschwindig-
keit aufzulosen. Damit konnte die Injektionskonzentration der Oligonukleotide nun so gering
gewihlt werden, dass rechnerisch nur ein Bruchteil aller im Kern befindlichen BR2.1 mRNPs
markiert wurde, diese dann allerdings potentiell jeweils nur noch mit (wahrscheinlich) einem
Fluoreszenzfarbstoff. Dadurch konnte das in fritheren Studien notwendige exzessive Bleichen vor
den eigentlichen Messungen verhindert werden. Im Speicheldriisenkern befinden sich 70 bis 90
mRNP-Partikel pro um? [Kylberg et al., 2008], von welchen der Hauptanteil BR2.1 bzw. BR2.2
mRNPs sind. Es lésst sich abschétzen, dass bei ausreichend geringer Injektionskonzentration nur
noch ein Bruchteil dieser mRNPs markiert wird. Bei Annahme eines kugelférmigen Zellkerns,
mit einem Durchmesser von 70 jum, ergibt sich ein Gesamtkernvolumen von 180 000 um?3. Bei An-
nahme eines Injektionsvolumens von 125 fL. (was einem Wiirfel mit 5 um Kantenldnge entspricht)
sollten mit einer Injektionskonzentration von beispielsweise 0.25nmol/mL (1:400 Verdiinnung
der Stockkonzentration, siehe Kapitel 2.2.4) durch die Mikroinjektion ca. 3100 Oligonukleoti-
de in den Kern eingebracht werden, welche wie in Kapitel 3.4.4 gezeigt, sofort an die BR2.1
mRNPs binden (die Zahl der nicht gebundenen Oligonukleotide ist gering). Da Polytdnchromo-
somen und Nucleoli fiir die BR2.1 mRNPs unpassierbar sind, muss das Kernvolumen, welches
sie ausfiillen (aus konfokalen Aufnahmen abgeschiitzt etwa 50%), vom Gesamtkernvolumen ab-
gezogen werden, um die Dichte markierter BR2.1 mRNPs im Nukleoplasma zu errechnen. Bei
Annahme einer Gleichverteilung der Oligonukleotide auf 50% des Kerns, kommt so theoretisch
etwa ein markierter BR2.1 mRNP auf 30 um?. Trotz der Tatsache, dass es sich um eine grobe
Abschitzung handelt, zeigte sich, dass sich mit einer Injektionskonzentration von 0.25 nmol/mL
- kombiniert mit der Sensitivitiat des Mikroskopaufbaus - das gewiinschte Ergebnis, ndmlich die
Beobachtung einzelner BR2.1 mRNPs ohne lingere Bleichphasen, realisieren liefl. Abbildung 3.5
B zeigt einen vereinzelten BR2.1 mRNP, welcher im Nukleoplasma diffundiert. Typischerweise
wurden so unmittelbar nach der Injektion selten mehr als 20 Partikel in einem Gesichtsfeld von
ca. 150 um? beobachtet, teilweise nach einer nur noch sehr kurzen Bleichphase von unter einer
Minute mit voller Laserintensitdt um die Signale weiter zu vereinzeln. Nimmt man eine Feldtiefe
von ungefihr 1m an, so wurde experimentell maximal etwa ein BR2.1 mRNP pro 8 um? be-
obachtet, was in etwa in der Gréflenordnung der oben durchgefiihrten Berechnung liegt. Durch
fortlaufendes zwangsldufiges Photobleichen wihrend der sukzessiven Aufnahme mehrerer Filme
sank dieser Wert im Laufe eines Experiments.

Abbildung 3.6 zeigt ein Intensitétshistogramm aller in einem typischen Film durch die Tracking-
routine detektierten, ungefilterten Signale, welche nach Mikroinjektion spezifischer RNA-Oligo-
nukleotide beobachtet werden konnten (dunkelgrau). Das Intensitédtshistogramm ist anndhernd
gaussformig und deutet damit auf eine einheitliche Markierung aller detektierten Partikel hin.
Verglichen mit dem Histogramm der Hintergrundintensitéiten (Abbildung 3.6, hellgrau) zeigt
sich, dass detektierte Signale im Schnitt um den Faktor 4.5 heller waren, als der Hintergrund. Im
hier vorgestellten Fall betrug das durchschnittliche Signal-zu-Rausch-Verhéltnis (abgeschitzt als
absolute Intensitét iiber Hintergrund, geteilt durch die Standardabweichung des Hintergrundrau-

schens) der detektierten Partikel ungefiihr 8. Typischerweise wurden solche SRVs erreicht, lagen
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Abbildung 3.6: Gezeigt ist ein Intensitdtshistogramm aller in einem typischen Film
detektierten Signale, welche nach Mikroinjektion spezifischer RNA-Oligonukleotide be-
obachtet werden konnten (dunkelgrau). Dem gegeniiber gestellt ist ein Histogramm
tiber die Intensitdt des Hintergrundrauschens aus einem Bereich, in welchem keine

Partikelsignale zu finden waren.

aber zum Teil auch deutlich darunter, insbesondere bei Hamolympheinkubation der Driise.

Angesichts der guten Ubereinstimmung der theoretischen Abschiitzung der markierten Partikel-
dichte und dem experimentellem Befund ist es wahrscheinlich, dass die beobachteten Partikel wie
erwartet im Schnitt einfach, d.h. mit einem Oligonukleotid und damit einem Farbstoffmolekiil

pro mRNP, markiert waren.

3.4.2 Einzelmolekiilmikroskopie mit RNA-Oligonukleotiden

Durch die Verwendung eines Fluoreszenzmikroskops mit einer schnellen CCD-Kamera, konnte
die Mobilitdt der BR2.1 mRNPs erstmals mit einer Zeitauflosung von 100 Hz untersucht wer-
den. Dazu wurden spezifische RNA-Oligonukleotide in insgesamt 6 Zellkerne in 4 verschiedenen
Speicheldriisen mikroinjiziert und am Einzelmolekiilmikroskop beobachtet. Die unmittelbar nach
der Injektion sichtbaren vereinzelten Signale wurden mittels Einzelpartikeltracking verfolgt und
zu insgesamt 28 861 Trajektorien verkniipft. Die dreidimensionale Mobilitit der BR2.1 mRNPs
wird beim hier genutzten Einzelpartikeltracking in zwei Dimensionen projiziert (siehe Kapitel
2.2.8). Die Diffusion in der 3. Dimension sorgt allerdings dafiir, dass die untersuchten Partikel
den Fokusbereich abhéngig von ihrer Mobilitét frither (hohe Mobilitét) oder spéter (geringe Mo-
bilitéit) verlassen. Daher wiesen nur knapp 17% aller Trajektorien 5 oder mehr Positionen im
Fokusbereich auf.

Aus fritheren Studien war bekannt, dass die BR2.1 mRNPs eine heterogene Mobilitéit zeigen,
welche sich am besten mit Hilfe der Sprungweitenanalyse beschreiben lésst (siche [Veith, 2007]
und [Siebrasse et al., 2008]). Abbildung 3.7 A zeigt die Histogramme der Sprungweiten zwischen
jeweils zwei folgenden Bildern (JD1-Histogramme, siehe Kapitel 2.2.9.1), aufgeschliisselt nach
den jeweils untersuchten Zellkernen als Linienplot. Es zeigte sich, dass zwischen den einzelnen
Zellkernen trotz gleicher Praparations- und Inkubationsbedingungen eine gewisse Variabilitét

herrschte, welche sich in nicht exakt iiberlappenden Sprungweitenhistogrammen &duflerte. Diese
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Variabilitdt konnte mit keiner makroskopisch zugénglichen Grofie korreliert werden und musste
als grundsténdige Eigenheit des biologischen Systems betrachtet werden. Qualitativ zeigten sich
jedoch Gemeinsamkeiten zwischen den untersuchten Zellkernen. So zeigte jedes Sprungweitenhi-
stogramm eine zugrundeliegende heterogene Mobilitét, welche nur mit einer Linearkombination
von Gleichung 2.10 beschrieben werden konnte. Auch in den MSD-Verldufen der jeweiligen Kerne,
welche unter besonderer Beriicksichtigung der heterogenen Partikelmobilitdt so berechnet wur-
den, dass alle Trajektorien gleich gewichtet waren (siehe Kapitel 2.2.9.2), wurde diese Variabilitét
deutlich (siehe Abbildung 3.7 B). Hier zeigte sich, dass alle untersuchten Kerne qualitativ einen
dghnlichen MSD-Verlauf aufwiesen, welcher mehr oder weniger stark vom linearen Verlauf abwich
(siehe zum Vergleich die gestrichelten Geraden in Abbildung 3.7 B). Zur Konzentration auf die
den einzelnen Kernen zugrundeliegenden (qualitativen) Gemeinsamkeiten wurde eine konsequen-
te Mittelung der zur Verfiigung stehenden Daten durchgefiihrt. Insofern ist zu betonen, dass im
Folgenden stets mittlere Groflen angegeben sind, denen die Daten mehrerer Kerne zugrundela-
gen. Dies war zwar mit dem Nachteil verbunden, dass sich die vorgestellten Daten stets auf einen
virtuellen Standardzellkern beziehen, jedoch notwendig, um die der BR2.1 mRNP Mobilitéit zu-
grunde liegenden Prozesse herauszuarbeiten.

Abbildung 3.7 C zeigt entsprechend die mittlere Sprungweitenanalyse der 6 untersuchten Kerne.
Insgesamt gingen in diese Analyse iiber 124000 Spriinge ein. Wie erwartet musste eine Line-
arkombination von Gleichung 2.10 verwendet werden, um den Verlauf des Sprungweitenhisto-
gramms passend zu beschreiben. Erst die Annahme von insgesamt 3 Mobilitdtskomponenten in
Gleichung 2.11 lieferte eine Gleichverteilung der Residuen um Null (Abbildung 3.7 C oben) und
beschrieb das Histogramm gut (rote Linie in Abbildung 3.7 C). Dabei wurden mit einem Anteil
von insgesamt ungefihr 99 % zwei Hauptmobilitdtskomponenten 1 und 2 ermittelt: Komponen-
te 1 mit einem Diffusionskoeffizient D; von 0.3 £ 0.02 ym?/s und einem relativen Anteil von
38 + 4% (gepunktete Kurve), sowie Komponente 2 mit einem Diffusionskoeffizient Dy von 0.73
+ 0.03 um? /s und einem relativen Anteil von 61 & 4% (gestrichelte Kurve). Der verbleibende
kleine Anteil von 0.7 % konnte einer dritten, immobilen Fraktion mit einem Diffusionskoeffizient
von 0.001 ym? /s zugeordnet werden. Ein 0.7 %-iger Anteil von 124 000 Spriingen entspricht nur
868 Spriingen insgesamt, womit auch unspezifische Wechselwirkungen nicht ausgeschlossen wer-
den konnten (siche Diskussion). Allerdings konnten vereinzelt Partikelsignale beobachtet werden,
welche in Kernmembran- oder Chromosomennéhe kurzzeitig immobilisiert waren.

Abbildung 3.7 D zeigt den Verlauf des MSDs mit der Zeit. Insgesamt gingen 306 Trajektorien
mit 35 Positionen in die Berechnung des MSDs ein. Obwohl zu Beginn ein linearer Verlauf zu
erkennen ist, zeigt der MSD-Verlauf fiir héhere Zeiten eine klare Abweichung von der Linearitét,
ohne sich allerdings asymptotisch einem bestimmten Wert zu ndhern. Ein solches Verhalten ist
charakteristisch fiir anomale Diffusion (siehe Kapitel 2.2.9.2 und Kapitel 3.5). Das Anpassen ei-
ner Geradengleichung an den linearen Anfangsverlauf des MSDs lieferte einen initialen mittleren
Diffusionskoeffizienten von 0.71 £ 0.02 um?/s.

Eine schnelle Komponente mit einem Diffusionskoeffizienten von > 1 um?/s (bzw. genauer Dr i
= 3.74 um? /s [Veith, 2007, Siebrasse et al., 2008]) konnte hier nicht beobachtet werden. Im Unter-
schied zu meiner Diplomarbeit [Veith, 2007] und [Siebrasse et al., 2008], konnten in dieser Arbeit
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wichtige methodische Verbesserungen realisiert werden: durch eine signifikante Verringerung der
Injektionskonzentrationen und eine deutliche Erhohung der Zeitauflosung wurde schnell ein sehr
hoher Vereinzelungsgrad der BR2.1 mRNPs erreicht. Eine Korrelation zwischen den methodi-
schen Verbesserungen und dem Wegfallen der Komponente Dy, ist daher anzunehmen (siehe
Diskussion).

Als Kontrolle wurden unspezifische RNA-Oligonukleotide, welche nicht spezifisch an die BR2.1
mRNA binden konnten, in 4 Kerne aus 3 verschiedenen Speicheldriisen mikroinjiziert [Anzt, 2009].
Eine Markierung der Transkriptionsstelle konnte erwartungsgeméfl nie beobachtet werden. Trotz
einer vergleichbaren Anzahl an Messungen wurden insgesamt nur 822 Trajektorien mit 4761
Spriingen detektiert. Abbildung 3.8 A zeigt das JD1-Histogramm. Auch hier wurden 3 Mobi-
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Abbildung 3.7: Variabilitit der Sprungweitenverteilung (A) und des MSD-Verlaufs (B) aufgeschliisselt
nach den einzelnen Zellkernen (siehe Legende; K, Kern). (C) Sprungweitenanalyse der spezifischen Oli-
gonukleotide. Es wurden zwei Hauptkomponenten Dy = 0.3 £ 0.02um? /s (38 + 4%, gepunktete Kurve),
Dy = 0.78 & 0.08um?/s (61 &+ 4% , gestrichelte Kurve) und eine langsamste Fraktion mit 0.001 pm? /s
(1%, durchgezogene Kurve) ermittelt. Die rote Kurve ist die Summe aller Komponenten, deren Residuen
oben abgebildet sind. (D) Auftragung des MSD gegen die Zeit fiir Trajektorien mit mindestens 35 Positio-
nen. Im linearen Anfangsbereich (erste 6 Punkte) wurde ein Diffusionskoeffizient von 0.71 £ 0.02um? /s

ermittelt (schwarze Linie).
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Abbildung 3.8: (A) Sprungweitenanalyse der unspezifischen Oligonukleotide. Es wurden drei Mobilitits-
komponenten Dy = 0.5 + 0.1um?/s (17 £ 5%, gepunktete Kurve), Dy = 2 + 0.5um?/s (54 £ 11%,
gestrichelte Kurve) und D3 = 6.5 + 2.5um?/s (29 + 14%, durchgezogene Kurve) ermittelt. Die blaue
Kurve ist die Summe der 3 Komponenten. (B) Zum Vergleich der mit spezifischen (rote Kurve) und un-
spezifischen (blaue Kurve) Oligonukleotiden ermittelten Mobilititen sind die aufsummierten Kurven aus
A und Abb. 3.7 C ibereinandergelegt. Details siche Text.

litdtskomponenten in Gleichung 2.11 benétigt, um das Histogramm passend zu beschreiben (blaue
Linie). Deutliche Unterschiede hingegen zeigten sich in den Absolutwerten der Diffusionskoeffizi-
enten: fiir Komponente 1 wurde ein Diffusionskoeffizient D; von 0.5 + 0.1 um?/s ermittelt, bei
einem relativen Anteil von 17 + 5% (gepunktete Kurve), fiir Komponente 2 ein Diffusionskoeffi-
zient Dy von 2 + 0.5 um? /s bei einem relativen Anteil von 54 & 11% (gestrichelte Kurve) und fiir
Komponente 3 ein Diffusionskoeffizient D3 von 6.5 £ 2.5 um?/s bei einem relativen Anteil von
29 + 14% (durchgezogene Kurve). Insgesamt zeigten die wenigen Signale, welche nach Injektion
der Kontrolloligonukleotide beobachtet wurden (nur 3.8% der mit spezifischen Oligonukleotiden
detektierten Spriinge) also eine deutliche hohere Mobilitéit, wie Abbildung 3.8 B verdeutlicht.
Im Vergleich mit den spezifischen RNA-Oligonukleotiden, liegen sowohl Komponente 2, als auch
Komponente 3 im Diffusionskoeffizient deutlich iiber der schnellsten Komponente, welche hier
mit spezifischen RNA-Oligonukleotiden detektiert werden konnte. Das entspricht insgesamt 83 %
der Spriinge. Ein Vergleich der detektierten Trajektorienanzahl, welche mit spezifischen (28861
Trajektorien) bzw. unspezifischen (822 Trajektorien) Oligonukleotiden bei dhnlicher Anzahl der
Experimente gefunden wurden zeigt, dass die Detektionswahrscheinlichkeit eines Signals mit Kon-
trolloligonukleotiden um den Faktor 35 niedriger lag. Signale waren also auch mit unspezifischen
Oligonukleotiden detektierbar, jedoch zeigten die detektierten Partikel hier eine hthere Mobilitét
und eine damit einhergehende niedrigere Detektionswahrscheinlichkeit. Offensichtlich zeigten die
Kontrolloligonukleotide eine gewisse Tendenz zur unspezifischen Bindung, weshalb sie vereinzelt
sichtbar wurden. Dies war ein Hinweis darauf, dass die in der vorhergehenden Studie detektier-
te Komponente 4 (mit Dy 4 = 3.74 wm?/s) nicht spezifisch fiir die BR2.1 mRNPs und damit
moglicherweise auf unspezifisch gebundene Oligonukleotide zuriickzufiihren war (siehe Diskussi-

on). Tabelle 3.4 fasst die ermittelten Werte zusammen. Komponente 2 und 3 der unspezifischen
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Oligonukleotide sind zur besseren Ubersichtlichkeit hier zu einer Komponente zusammengefasst.

Spezifische O. Ay (%) Di [pm2/s]  Ag [%] Do [um?/s]  As [%] Ds [um?/s]

SPT, RNA 384 03+£002 61£4 0.73£0.03 - -
FCS, RNA 204 015005 8 x2 08005 10x£1 11 £ 2
SPT, MB 56 £12 031 £0.03 44 £ 11 0.68 £ 0.08 - -

Unspezifische O. Ay [%] Dy [um?/s] Ay (%] Dy [um?/s] A3 [%] D3 [um?/s]

SPT, RNA 17£5 0.5+0.01 - - 83 £ 15 2-6
FCS, RNA - - 13+£1 095+01 73+1 10+ 04

Tabelle 3.4: Zusammenfassung der einzelmolekilmikroskopischen Messungen. SPT, Einzelpartikel-
tracking. FCS, Fluoreszenz-Korrelations-Spektroskopie. RNA, RNA-Oligonukleotide. MB, MB RNA-
Oligonukleotide. Die Daten sind nach spezifischen und unspezifischen Oligonukleotiden (O.) sortiert.

3.4.3 Die BR2.1 mRNPs zeigen eine diskontinuierliche Bewegung

Die BR2.1 mRNP-Diffusion lief} sich also effektiv mit zwei Komponenten (99 % Anteil) beschrei-
ben, deren Ursprung zu klédren war. Interessant war in diesem Zusammenhang die Frage, ob es sich
bei diesen beiden Komponenten - wie die simple Diffusionsbetrachtung suggeriert - um zwei un-
terschiedliche Populationen von BR2.1 mRNPs handelte, oder ob die BR2.1 mRNPs ihre Beweg-
lichkeit und damit ihren Diffusionskoeffizienten im Laufe einer Trajektorie &nderten (engl. change
in movement mode, kurz CIMM). Es wurde eine Analyse entwickelt, um diese beiden Fille unter-
scheiden zu kénnen (siche Kapitel 2.2.9.4). Kurz gefasst wurden Trajektorien nach der Liange der
zuriickgelegten Distanz (d.h. der Spriinge) zwischen zwei benachbarten Bildern sortiert. Im Falle
zweier unterscheidbarer Partikelpopulationen mit definierten Diffusionskonstanten Djupg5am und
Dgehnetr, welche nicht ineinander iibergehen kénnen, werden Spriinge, welche eine gewisse Lénge
iibersteigen, nur noch von Partikeln mit Dg.ppne mit einer nennenswerten Wahrscheinlichkeit ab-
solviert. Diese Lénge lidsst sich anhand des Sprungweitenhistogramms bestimmen (siehe Kapitel
2.2.9.4). Werden so also Trajektorien nach ihren schnellen Anteilen (grofien Spriingen) selektiert,
sollten alle ausgewéhlten Trajektorien im Fall unterschiedlicher Partikelpopulationen nur noch
einen Diffusionskoeffizienten D .ppnen zeigen. Wird allerdings nach entsprechender Sortierung auch
Diangsam wiedergefunden, so muss davon ausgegangen werden, dass es innerhalb einzelner Tra-
jektorien zu einem Wechsel des Diffusionskoeffizienten kommt. Wie in Kapitel 2.2.9.4 dargelegt,
konnten diese Annahmen mit simulierten Daten bestéitigt werden.

Die Analyse wurde mit dem in Abbildung 3.7 C gezeigten Sprungweitenhistogramm durchgefiihrt.
Dort ist ersichtlich, dass Spriinge >> 300 Nanometer nur noch von Partikeln mit einem Diffusi-
onskoeffizienten von 0.73 um? /s absolviert werden kénnen. Die Grenze zur Trajektorienselektion
wurde auf 425 Nanometer festgelegt, um einerseits einen moglichst grofien Abstand zur Sprung-

weitenverteilung der langsameren Komponente zu haben, andererseits aber noch eine Mindestan-
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zahl Spriinge oberhalb der Grenze finden zu kénnen. Abbildung 3.9 zeigt das nach Anwendung
der Trajektorienselektion erhaltene Sprungweitenhistogramm, welches 3 367 Spriinge beinhaltet.
Dieses lief sich nur mit 2 Mobilitétskomponenten passend beschreiben (rote Kurve), nicht aber
mit einer (blaue Kurve). Im Detail wurden folgende Fraktionen ermittelt: Komponente 1 mit
einem Diffusionskoeffizient Dy crarps von 0.4 £ 0.15 um? /s und einem relativen Anteil von 40
+ 34% (gestrichelte Kurve), sowie Komponente 2 mit einem Diffusionskoeffizient Dy crprar von
0.99 £ 0.3 um? /s und einem relativen Anteil von 60 + 33% (durchgezogene Kurve). Im Vergleich
zu den Werten, welche im Ausgangssprungweitenhistogramm ermittelt wurden, zeigte sich im
Rahmen der Fehlergenauigkeit eine gute Ubereinstimmung. Damit konnte nachgewiesen werden,
dass formal beide Mobilitdtskomponenten in einzelnen Trajektorien vorkommen, was sich da-
mit wie ein Wechsel des Diffusionskoeffizienten innerhalb der Trajektorien darstellte. Die BR2.1
mRNPs zeigen also eine , diskontinuierliche Bewegung® (change in movement mode). Wichtig ist
jedoch, dass sich die BR2.1 mRNP Mobilitét in der Sprungweitenanalyse zwar zutreffend mit zwei
Mobilitétskomponenten beschreiben lief3, dies jedoch keinerlei Aussagen iiber die Zeitauflosung
beinhaltete, auf welcher sich ein solcher Wechsel vollzog. Experimentell wurde keine Trajektorie
gefunden, bei welcher sich tatséchlich ein Wechsel zwischen den beiden Diffusionskoeffizienten, in
Form ausgedehnter Bereiche mit kleinerem bzw. groflerem Diffusionskoeffizienten, auflosen lies.
Erst im Lichte weiterer Experimente konnte eine mogliche Erklérung hierfiir gefunden werden
(siehe Kapitel 3.5.2).
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Abbildung 3.9: Sprungweitenanalyse von BR2.1 mRNP-Trajektorien, welche min-
destens einen Sprung von >425 Nanometer zwischen aufeinanderfolgenden Bildern
aufwiesen. Fin solcher Sprung kann nur von der schnelleren Mobilitdtskomponente mit
nicht vernachlissigbarer Wahrscheinlichkeit absolviert werden. Die CIMM-Analyse
lieferte zwei Mobilititskomponenten mit Dy crpm = 0.4 £ 0.15um?/s (40 £ 34 %,
gestrichelte Kurve) und Do crpr = 0.99 £ 0.3um2/s (60 £ 33%, durchgezogene
Kurve). Die Residuen beziehen sich auf die Summe der beiden Mobilititskomponen-
ten (rote Kurve). Fine Mobilititskomponente beschrieb den Verlauf des Histogramms

unzureichend (blaue Kurve).
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3.4.4 Fluoreszenz-Korrelations-Spektroskopie mit RINA-Oligonukleotiden

Fluoreszenz-Korrelations-Spektroskopie (kurz FCS) ist eine Technik, bei welcher die Aufenthalts-
dauer einzelner fluoreszenzmarkierter Partikel in einem konfokalen Volumenelement gemessen
wird (siehe Kapitel 2.2.6). Sie zeichnet sich insbesondere durch eine hohe Zeitauflosung und ei-
ne sehr hohe Sensitivitdt aus. Damit kann sie schnelle diffusive Prozesse besser auflésen als die
Fluoreszenz-Video-Mikroskopie.

Spezifische RNA-Oligonukleotide wurden in insgesamt 9 Zellkerne aus 3 verschiedenen Spei-
cheldriisen mikroinjiziert. Durch die im Vergleich zur Fluoreszenz-Video-Mikroskopie erhchte
Sensitivitdt konnte die Mikroinjektionskonzentration nochmal um den Faktor 2.5 gesenkt werden.
Der FCS-Fokus wurde manuell so im Kern positioniert, dass das konfokale Volumen moglichst
im nukleoplasmatischen Bereich lag, jedoch konnte der Kontakt zu Polyténchromosombereichen
nicht vollig ausgeschlossen werden. Insgesamt wurden 77 einzelne FCS-Messungen durchgefiihrt.
Abbildung 3.10 A zeigt eine typische Intensitéitsspur, deren Autokorrelation in Abbildung 3.10 B
zu sehen ist (Kreise). Gleichung 2.6 wurde an die Autokorrelationskurve angepasst (rote Kurve).
Typischerweise wurden 3 Komponenten in Gleichung 2.6 benttigt, um die Autokorrelationskurve
passend zu beschreiben (siehe Kapitel 2.2.6). Die im folgenden angegebenen Werte sind immer
Mittelwerte der Daten, die in den einzelnen FCS-Messungen erhalten wurden. Es wurden insge-
samt 3 unterschiedliche Mobilitdtskomponenten ermittelt. In 13 von 77 Messungen (und 7 von
9 Kernen) wurde eine langsame Komponente 1 mit einem Diffusionskoeffizient Dy von 0.15 +
0.05 wm? /s mit einem relativen Anteil von 20 4+ 4% gefunden. Die Hauptkomponente (Kom-
ponente 2) mit einem mittleren Diffusionskoeffizient Dy von 0.8 £ 0.05 um?/s wurde in allen
77 Einzelmessungen gefunden mit einem relativen mittleren Anteil von 80 + 1.5%. Abbildung
3.10 B zeigt eine Autokorrelationskurve (Kreise, rote Kurve), in welcher nur die Hauptkompo-
nente auftrat, Abbildung 3.10 C eine Autokorrelationskurve, in welcher Komponente 1 und 2
zusammen auftraten. Beide Komponenten 1 und 2 zeigten eine gute Ubereinstimmung mit den
im Einzelpartikeltracking ermittelten Diffusionskoeffizienten. Eine schnellste Komponente 3 mit
einem Diffusionskoeffizient D3 von 11 #+ 2um?/s, wurde in 7 von 77 Messungen und 3 von 9
Kernen gefunden. Thr relativer Anteil betrug 10 + 1%. Abbildung 3.10 D fasst die Ergebnisse,
welche mit den spezifischen Oligonukleotiden ermittelt wurden, zusammen. Hier fillt auf, dass
insbesondere Komponente 1 eine relativ breite Streuung der Diffusionskoeffizienten zeigt. Die hier
gefundene schnellste Komponente 3 tauchte in den Videomikroskopiemessungen mit spezifischen
RNA-Oligonukleotiden nicht auf. Aufgrund des hohen Diffusionskoeffizienten und des seltenen
Auftretens lag die Annahme nahe, dass es sich um ungebundene bzw. unspezifisch gebundene
Oligonukleotide handelte.

Um dies zu kldren wurden unspezifische Oligonukleotide in insgesamt 7 Kerne aus 3 Spei-
cheldriisen mikroinjiziert. Insgesamt wurden 61 Einzelmessungen durchgefiihrt. Abbildung 3.10
B (Dreiecke) zeigt eine typische Autokorrelationskurve der unspezifischen Oligonukleotide. Im
Vergleich zu den mit spezifischen Oligonukleotiden ermittelten Daten ist zu erkennen, dass die
Autokorrelationskurve der Kontrolloligonukleotide deutlich nach links verschoben ist, was auf

eine schnellere Diffusion hindeutet. Entsprechend zeigte die hier gefundene Hauptkomponente,
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Abbildung 8.10: (A) Typische Intensititsspur, welche wdihrend einer Fluoreszenz-Korrelations-
Spektroskopie-Messung erhalten wurde. (B) Autokorrelationskurven G(7) fiir spezifische (Kreise) und
unspezifische (Dreiecke) Oligonukleotide mit den jeweils nach Gleichung 2.6 angepassten Kurven (rot
bzw. blau). Die rote Kurve zeigte nur Komponente 2. (C) Datensatz in welchem Komponenten 1 und 2
zusammen auftraten. (D,E) Zusammenfassung der mit spezifischen (D) und unspezifischen (E) Oligo-
nukleotiden ermittelten Mobilititskomponenten. Um die Streuung der Finzelmessungen zu visualisieren
wurden Kastengrafiken gewdhlt. Der Mittelwert (schwarzes Quadrat), der Median (Linie), sowie der ma-
zimale und der minimale Wert (oberer bzw. unterer Whisker) sind gezeigt. Der Kasten enthdlt 50%
der Werte. Am Kasten ist jeweils die Anzahl der Kerne und der Messungen angegeben, in welchen die
Komponente ermittelt werden konnte. Der relative Anteil der Komponenten ist oben zu sehen. Die Ab-
weichung zu 100% ergeben sich, da nicht jede Komponente in jeder Messung gefunden wurde. Verdndert
nach [Veith et al., 2010].
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welche in allen Messungen présent war, einen deutlich groleren Diffusionskoeffizienten von 10 +
0.4 wm? /s mit einem Anteil von 73 £ 1%. Dieser stimmt sehr genau mit dem Diffusionskoeffizi-
enten der schnellsten Komponente D3 der spezifischen Oligonukleotide iiberein. Dies bestétigte
die Vermutung, dass es sich bei D3 der spezifischen Oligonukleotide um nicht spezifisch gebunde-
ne bzw. ungebundene Oligonukleotide handelte. Aufgrund der zahlenmiBigen Ubereinstimmung
wird die schnellste Komponente der Kontrolloligonukleotide im Folgenden ebenfalls als Kompo-
nente 3 bezeichnet, entsprechend mit dem Diffusionskoeffizienten D3 crg.

Fir die Kontrolloligonukleotide wurde selten auch eine langsamere Komponente gefunden, die
zwar in 45 von 61 Messungen auftrat, dann aber nur mit einem mittleren Anteil von 13 + 1%.
Ihr Diffusionskoeffizient von 0.95 + 0.1 um?/s ist geringfiigig schneller als der der schnellsten
Komponente der spezifischen Oligonukleotide und wird im folgenden analog zu oben als D c7r
bezeichnet. Da die Kontrolloligonukleotide soweit bekannt keinen spezifischen Bindungspartner
im Kern haben, war davon auszugehen, dass es sich bei Komponente Dy crr um unspezifisch
gebundene Oligonukleotide handelte. Abbildung 3.10 E fasst die mit den Kontrolloligonukleoti-
den ermittelten Werte zusammen. Man beachte die starke Streuung der Diffusionskoeffizienten
D crgr. Diese Tatsache zeigt, dass es sich um eine sehr heterogene Gruppe handelte, in welcher
sowohl langsamere als auch schnellere Teilchen gefunden wurden. Dies war ein weiterer Belege
dafiir, dass es sich auch bei den am Einzelmolekiilmikroskop ermittelten schnellsten Komponen-
ten 2 und 3 der Kontrolloligonukleotide hauptséchlich um unspezifisch gebundene Oligonukleotide
handelte.

Die schnellste Komponente der Oligonukleotide, D3 c7r bzw. D3, kann als weitere Probe fiir die
Viskositdt im Kern herangezogen werden. Analog zu den oben beschriebenen FRAP-Referenz-
messungen, wurde der Diffusionskoeffizient freier Oligonukleotide ebenfalls in Puffer bestimmt.
Dafiir wurden jeweils 10 FCS-Messungen mit spezifischen und unspezifischen RNA-Oligonukleo-
tiden durchgefiihrt. Hier wurde ein mittlerer Diffusionskoeffizient Doy;g. pu s fer von 100 &= 10 um? /s
ermittelt. Mit einer angenommenen Pufferviskositidt von 1cP (siehe oben) ergibt sich bei An-
nahme einer Kugelform fiir die Oligonukleotide (und damit als sehr grobe Abschétzung) nach
Gleichung 2.9 ein Durchmesser von etwa 4nm, was im Bereich der Erwartung fiir ein 30 Basen
langes Oligonukleotid liegt. Das Verhéltnis der Diffusionskoeffizienten D3 crr und Doyig. puf fer
ist umgekehrt proportional zum Verhéltnis der Viskositéiten in Puffer und im Kern. Damit ergibt
sich hier fiir die nukleoplasmatische Viskositét ein Wert nyyc 01i9. von etwa 10 cP. Im Vergleich
mit den Dextrandaten aus den FRAP-Messungen kann also doch eine Groflenabhéngigkeit der
nukleoplasmatischen Viskositdt angenommen werden (siehe Diskussion).

Tabelle 3.4 fasst die ermittelten Werte zusammen.

3.4.5 Einzelmolekiilmikroskopie mit RN A-Molecular Beacons

Um das Signal unspezifisch gebundener Oligonukleotide zu reduzieren, wurden Molecular Be-
acons (kurz MB RNA-Oligonukleotide, siehe Kapitel 2.1.4) verwendet. Dies sind einzelstrangi-
ge Oligonukleotide, welche sich durch eine kiirzere Stamm- und eine ldngere Schleifensequenz

auszeichnen. Die Schleifensequenz ist homolog zu der oben bereits erwdhnten repetitiven Se-
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quenz der BR2.1 mRNA, die Stammsequenz besteht aus einer zu sich selbst homologen Basen-
sequenz, welche die Schleifensequenz beidseitig flankiert. Ein Fluoreszenzfarbstoff und ein Fluo-
reszenzloscher (engl. quencher) sind jeweils kovalent an ein Ende des MB RNA-Oligonukleotids
gebunden. Im ungebundenen Zustand ist ein MB RNA-Oligonukleotid iiber die Stammsequenz
geschlossen und fluoresziert nicht, da Fluoreszenzfarbstoff und Fluoreszenzloscher sich in en-
ger raumlicher Néhe befinden. Sobald die Schleifensequenz jedoch spezifisch an ihr Zielmolekiil
bindet, werden Fluoreszenzfarbstoff und Fluoreszenzloscher rdumlich getrennt und der Fluores-
zenzfarbstoff beginnt Licht zu emittieren, sobald er angeregt wird [Tyagi and Kramer, 1996]. Mo-
lecular Beacons reduzieren somit das Signal ungebundener Oligonukleotide [Bonnet et al., 1999].
MB RNA-Oligonukleotide wurden analog zu oben in 4 Zellkerne in 3 Speicheldriisen mikroinji-
ziert. In der Sprungweitenanalyse wurden in guter Ubereinstimmung mit den spezifischen RNA-
Oligonukleotiden zwei Mobilitdtskomponenten gefunden (siehe Abbildung 3.11): Komponente 1
mit einem Diffusionskoeffizienten D7 von 0.31 £ 0.03 ym? /s und einem Anteil von 56 + 12% und
Komponente 2 mit einem Diffusionskoeffizienten Dy von 0.68 + 0.08 um?/s und einem Anteil
von 44 + 11%. Insgesamt gingen 16 051 Spriinge aus 4953 Trajektorien in die Analyse ein. Mit
den MB-Oligonukleotiden wurde keine Komponente mit einem schnellen Diffusionskoeffizienten
von grofer 2 um? /s gefunden. Da MB RNA-Oligonukleotide im Falle nicht auftretender oder nur
kurzer unspezifischer Bindung kaum Fluoreszenzphotonen emittieren sollten, deutet sich an, dass
Komponenten mit einem schnellen Diffusionskoeffizienten von grofier 2 um?/s eben genau von
solchen Signalen stammen. Dies bestéitigt die Ergebnisse, welche mit den RNA-Oligonukleotiden
ermittelt wurden. Auffillig war auch, dass keine Komponente mit einem Diffusionskoeffizienten
von 0.001 pm? /s gefunden wurde. Dies deutet nochmals darauf hin, dass die mit dieser Kom-
ponente verbundenen Signale nur duferst selten sichtbar waren und den Charakter einer als

Zufallsereignis anzunehmenden Bindung zeigten.
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Abbildung 3.11: Sprungweitenanalyse spezifischer MB RNA-Oligonukleotide. Es
wurden zwei Mobilititskomponenten ermittelt, Dy = 0.31 £ 0.03um?/s (56 £ 12%,
gepunktete Kurve) und Dy = 0.68 £ 0.08um? /s (44 + 11%, gestrichelte Kurve). Die

Summe der beiden Kurven (rot) mit den zugehorigen Residuen ist gezeigt.
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Auch mit unspezifischen MB RNA-Oligonukleotiden wurden Signale beobachtet. Hier zeigte sich
jedoch qualitativ ein anderes Bild als mit den spezifischen MB RNA-Oligonukleotiden: die Signale
waren, sofern vereinzelt sichtbar, dicht und nur von kurzer Lebensdauer (oft kurzes Aufblinken)
bzw. verschmiert, was auf kurze unspezifische Bindungen und auf eine erhchte Beweglichkeit hin-
deutete. Aufgrund der schwachen Signale wurden diese Daten nicht analysiert, zeigten jedoch,
dass die MB RNA-Oligonukleotide auch wenn sie unspezifisch gebunden sind Fluoreszenzsignale
emittieren konnen. Da diese Signale jedoch duflerst schwach waren, traten sie neben den spezifisch
gebundenen MB RNA-Oligonukleotiden nicht in Erscheinung.

Damit konnten die mit spezifischen und unspezifischen RNA-Oligonukleotiden ermittelten Werte
bestétigt werden (siehe Tabelle 3.4).
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3.5 Das Nukleoplasma enthilt ausgedehnte Nichtchromatinstruk-

turen

Waéhrend mit Hilfe der Einzelmolekiilmikroskopie wichtige Hinweise auf den Ursprung der frither
gefundenen Komponenten Drpya = 3.74 qu /s und Drvpna = 0.015 ,um2 /s gefunden wer-
den konnten, lieferte die Kombination von Einzelpartikeltracking und Fluoreszenz-Korrelations-
Spektroskopie zunéichst keine unmittelbare Antwort auf die Herkunft der beiden Hauptmobi-
lititskomponenten mit den mittleren Diffusionskoeffizienten 0.3 um? /s und 0.73 um?/s. Auffillig
in diesem Zusammenhang war, dass die BR2.1 mRNPs keinen linearen MSD-Verlauf zeigten.
Ein nicht linearer - oder anomaler - MSD-Verlauf wird in biologischen Systemen typischerwei-
se dann sichtbar, wenn neben Diffusionsprozessen entweder Bindungen an lokale Strukturen die
Partikelmobilitdt beeinflussen oder strukturelle Hindernisse eine heterogene Umgebung fiir die
Bewegungsmoglichkeiten der diffundierenden Partikel schaffen [Saxton, 2007, Saxton, 2008]. Um
zu verstehen, warum die BR2.1 mRNPs ein solches Verhalten im chromatinfreien Nukleoplasma
zeigen, wurden Experimente mit inertem 500 kDa Dextran, welches mit Atto647 markiert war
und in die Speicheldriisenkerne mikroinjiziert wurde, durchgefiihrt. Diese Experimente wurden
am Einzelmolekiilmikroskop durchgefiihrt, um eine zeitlich und rédumlich hochaufgeloste Analyse
der Mobilitét einzelner Trajektorien durchfithren zu kénnen. Zum Vergleich wurde das Dextran
in die Zellkerne von HeLLa H2B-GFP-Zellen injiziert. Der Zellkern dieser Sdugerzellen ist im Ge-
gensatz zu den Speicheldriisenzellkernen mit entfaltetem Chromatin gefiillt, welches einen starken
Einfluss auf den MSD-Verlauf hat [Wachsmuth et al., 2008]. Durch die Markierung des Histons

2B mit GFP lieflen sich hier dichte Chromatinbereiche von weniger dichten unterscheiden.

3.5.1 Eine vergleichende MSD-Analyse in C. tentans- und Siugerzellen

Um die MSD-Verldufe der unterschiedlichen Experimente besser vergleichen zu kénnen, wurde
entschieden den jeweiligen MSD-Verlauf entweder nur bis zu einem Wert von 1 um? /s, oder bis zu
einer Zeit von 0.13 s zu analysieren, je nachdem welcher Fall zuerst erreicht wurde (siehe Diskussi-
on). Der MSD wurde unter besonderer Beriicksichtigung der Gleichgewichtung aller Trajektorien
berechnet (siehe hierzu Kapitel 2.2.9.2).

Als Referenz fiir eine ungehinderte Dextranmobilitdt wurde der MSD-Verlauf von 500 kDa Dex-
tran in Puffer bestimmt. Hierzu wurde das Dextran mit einer Aufnahmerate von 200 Hz in
Puffer vermessen. Insgesamt wurden 3184 Dextrantrajektorien ermittelt. 322 dieser Trajekto-
rien bestanden aus 9 oder mehr Positionen ((r?) > 1um?/s) und wurden zur Bestimmung des
zeitabhidngigen MSD-Verlaufs verwendet (siehe Abbildung 3.12, Dreiecke). Wie fiir reine Diffusion
erwartet, wurde in Losung ein linearer Verlauf des MSDs mit der Zeit erhalten. Durch Anpassen
einer linearen Funktion an die Daten wurde ein mittlerer Diffusionskoeffizient von 5.3 + 0.1 um? /s
ermittelt, was einem mittleren hydrodynamischen Durchmesser von 80 nm entspricht.

Das 500 kDa Dextran wurde aulerdem in Zellkernen von HeLa-H2B-GFP-Zellen untersucht. Ins-
gesamt wurden 22 unterschiedliche Zellen analysiert und 13974 Trajektorien gefunden. 66 dieser

Trajektorien wiesen eine Lange von 25 oder mehr Positionen, entsprechend 125 ms oder langer,
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Abbildung 3.12: Vergleich der Mobilitit von 500kDa Dextran in Lédsung
(Dreiecke) bzw. mikroinjiziert in Speicheldriisenzellkerne (Kreise) und HeLa-

Zellkerne (Quadrate). Nur das Dextran in Lisung zeigte einen linearen MSD-
Verlauf mit der Zeit. Der Standardfehler ist angegeben. Siehe Text fiir Details.

auf und gingen in die MSD-Analyse ein (Abbildung 3.12, Quadrate). Auffillig ist hier, dass der
MSD-Verlauf nach kurzer linearer Phase ab t > 30ms deutlich von der Linearitdt abweicht.
Anhand der ersten 5 MSD-Punkte (linearer Verlauf) wurde ein Diffusionskoeffizient von 1.1 £
0.1 #m? /s ermittelt. Der nicht lineare MSD-Verlauf deutete das Vorhandensein von Hindernissen
an, was angesichts des entfalteten Chromatins erwartet worden war. Die mittlere nukledre Vis-
kositat nyye im HeLa-Zellkern konnte analog zu oben bestimmt werden und errechnet sich zu
4.8 cP, was gut mit fritheren Daten {ibereinstimmt [Lang et al., 1986].

Sehr dhnliche Resultate wurden mit C2C12-Zellen erhalten, in deren Zellkerne das 500 kDa Dex-
tran ebenfalls mikroinjiziert wurde (hier nicht gezeigt). Von insgesamt 4 550 Trajektorien wiesen
121 Trajektorien 25 oder mehr Positionen (125ms oder linger) auf und gingen in die MSD-
Analyse ein. Ab t > 40 ms wurde auch hier ein nicht linearer MSD-Verlauf beobachtet. Aus dem
linearen Teil des MSD-Verlaufs wurde ein Diffusionskoeffizient von 0.92 £ 0.03 um? /s ermittelt,
was zu einem mit den HeLa-Zellen vergleichbaren Wert fiir die Kernviskositét fiihrte.

Um die strukturelle Beschaffenheit des chromatinfreien Nukleoplasmas der Speicheldriisenzellker-
ne im direkten Vergleich zu den mit Chromatin gefiillten Saugerzellkernen zu analysieren, wurde
das 500 kDa Dextran in 11 Zellkerne aus insgesamt 6 Speicheldriisen mikroinjiziert. 6 673 Trajek-
torien konnten aus den Filmen extrahiert werden. Von diesen Trajektorien wiesen 226 eine Lénge
von 12 oder mehr Spriingen (entsprechend 120 ms oder linger) auf. Der Verlauf des MSDs als
Funktion der Zeit ist in Abbildung 3.12 aufgetragen (Kreise). Obwohl zu Beginn linear, weicht
der MSD mit steigender Zeit (t > 50 ms) zunehmend vom linearen Verlauf ab. Dieser Befund
zeigt eindeutig eine distanzabhingige Retardierung des als inert angenommenen Dextrans an.
Da hier das entfaltete Chromatin als Grund fiir die distanzabhéngige Retardierung ausgeschlos-
sen werden konnte, muss die Existenz ausgedehnter nukleoplasmatischer Nichtchromatinstruktu-
ren angenommen werden. Diese haben einen vergleichbaren Effekt auf die Partikelmobilitéit im

chromatinfreien Speicheldriisennukleoplasma, wie das entfaltete Chromatin in HeLa-Zellkernen
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(siehe Diskussion). Da Trajektorien aus allen Nukleoplasmabereichen in die Analyse eingingen,
konnte auch davon ausgegangen werden, dass diese Strukturen ubiqitdr im Nukleoplasma der
Speicheldriisenkerne vorkommen.

Durch Anpassen einer Geradenfunktion an die ersten 4 Punkte des MSDs wurde ein mittlerer
intranuklesirer Diffusionskoeffizient des Dextrans von 2.2 4= 0.04 um? /s erhalten. Verglichen mit
dem in Puffer ermittelten Wert ergibt sich eine nukledre Viskositét nyy. von 2.4 cP. Dieser Wert
stimmt gut mit den mit FRAP ermittelten Werten iiberein.

Tabelle 3.5 fasst alle Daten zusammen und zeigt zum Vergleich auch noch einmal die Wer-
te fiir die BR2.1 mRNPs, welche mit spezifischen RNA-Oligonukleotiden erhalten wurden. Ein
direkter Vergleich der Diffusionskoeffizienten von BR2.1 mRNPs und 500 kDa Dextran im Spei-
cheldriisenzellkern zeigt, dass die BR2.1 mRNPs trotz ihrer relativ zu dem 500 kDa Dextran
geringeren Grofle eine stiarkere Retardierung als letztere erfahren. Unspezifische Bindungen bzw.
Mobilitétseinschrankungen durch rein strukturelle Hindernisse sollten sowohl endogene BR2.1
mRNPs wie auch inertes Dextran beeinflussen. Da die endogenen mRNP-Partikel jedoch deut-
lich stiarker in ihrer Mobilitdt beeinflusst bzw. retardiert wurden als das 500 kDa Dextran, ist
davon auszugehen, dass hier zusdtzlich zu einer strukturellen Behinderung der Beweglichkeit spe-
zifische Bindungen fiir die stirkere Mobilitdtsreduktion der BR2.1 mRNPs verantwortlich sind

(siehe Diskussion).

Probe Dysplpm?/s]  MSD linear? N Anzahl Traj.
K
BR2.1 mRNPs 0.71 + 0.02 nein 6 Kerne 306
4 Driisen
k
500 kDa Dextran 53401 ia B 399
Puffer
500 kDa Dextran . 11 Kerne
] 2.2 £0.04 nein 226
Speicheldriisenzellkern 6 Driisen
500 kDa Dextran 1.1+ 0.1 nein 99 Zellen 66
HeLa-Zellkerne
500 kDa Dextran 0.92 + 0.03 nein 15 Zellen 121

C2C12-Zellkerne

Tabelle 3.5: Zusammenfassung der MSD-Vergleichsmessungen von 500kDa Dextran in Lésung, Spei-
cheldriisen-, Hela- und C2C12-Zellkernen. Zum Vergleich sind die fiir die BR2.1 mRNPs ermittelten Werte
hier noch einmal angegeben. Es ist gekennzeichnet, ob der MSD wvollstindig linear ist. Die in die Analyse
eingegangene Trajektorienanzahl, sowie die Anzahl der Messungen (N) sind angegeben. Die Diffusionskoef-
fizienten sind aus dem linearen Teil des MSD-Verlaufs nach Gleichung 2.12 bestimmt. Der Standardfehler

st angegeben. Fiir Details siehe Text.
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3.5.2 Zum Ursprung der beiden Hauptmobilititskomponenten

Die Analyse des MSD-Verlaufs von 500 kDa Dextran im Speicheldriisenzellkern lieferte deutli-
che Hinweise darauf, dass ausgedehnte Strukturen im chromatinfreien Nukleoplasma nicht nur
die Mobilitdt inerter sondern auch endogener Partikel beeinflussen. Es zeigte sich, dass die en-
dogenen BR2.1 mRNPs stirker retardiert wurden als inerte Partikel vergleichbarer Grofle, ein
Hinweis auf zusétzliche spezifische Bindungen. Fiir die BR2.1 mRNPs wurden zwei Hauptmo-
bilititskomponenten (0.3 und 0.73 um?/s) gefunden, welche 99 % aller Spriinge abdeckten. Es
konnten keine komplett immobilisierten Bereiche entlang dieser Trajektorien beobachtet werden,
anhand welcher eine Bindung klar hétte identifiziert werden kénnen. Ein in der Messzeitauflésung
sichtbarer Wechsel zwischen den beiden Hauptmobilitdtskomponenten, d.h. Trajektorienabschnit-
te mit Diffusionskoeffizienten von 0.3 oder 0.73 um? /s, war nicht nachweisbar, obwohl mit Hilfe
der Sprungweitenanalyse beide Mobilitdtskomponenten innerhalb einzelner Trajektorien nach-
gewiesen werden konnten (siehe Kap. 3.4.3). Insofern stellte sich die Frage ob Bindungs- bzw.
Immobilisierungsprozesse auch zu zwei mobilen Diffusionskomponenten in der Sprungweitenver-
teilung fithren konnten.

Da kurze Immobilisierungsprozesse mit der zur Verfiigung stehenden Messzeitauflosung nicht
sichtbar gemacht werden konnten, blieb die Moglichkeit, dass hochfrequente Bindungsereignisse

deutlich unterhalb der Zeitauflosung

e cine Sprungweitenverteilung mit zwei scheinbar mobilen Komponenten und

e cinen nicht linearen MSD-Verlauf

zur Folge haben kénnten.
Um dies zu iiberpriifen wurde eine Monte Carlo Simulation programmiert, die den Wechsel zwi-
schen freier Diffusion und Bindung unterhalb der Zeitauflosung zulief (siehe Kap. 2.2.9.3). Hierbei

wurde im Rahmen eines einfachen Modells folgendes angenommen:

e Freie Partikel mit einem Durchmesser von 50 nm (Durchmesser der BR2.1 mRNPs) diffun-
dieren im Nukleoplasma mit einer Viskositit von 3 ¢P mit einem Diffusionskoeffizient von
3 um? /s (berechnet nach Gleichung 2.9).

e Es kommt zu einer Immobilisierung der mRNPs, welche immobilisiert einen Diffusionsko-
effizient von 0.001 ym? /s aufweisen (s. Kap. 2.2.9.5).

e Die simulierten Partikel &ndern ihren Bewegungszustand sehr rasch, d.h. hier auf einer
Zeitskala von 100 us und damit deutlich unterhalb der Messzeitauflosung von 10 ms. Dies
geschieht mit den frei wihlbaren Geschwindigkeitskonstanten k(on) und k(of f) fiir die Hin-

und Riickreaktion einer einfachen Reaktion 1. Ordnung:

k(on)

freier Partikel gebundener Partikel

k(off)
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Resid.
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Abbildung 3.13: Simulierte Partikel, die hochfrequent unterhalb der Messzeitauflosung zwischen freier
Diffusion und Immobilisierung wechselten, zeigten in der Sprungweitenanalyse zwei Mobilitdatskomponen-
ten (A) und einen nicht linearen MSD-Verlauf (B). Mit k(on) = 4100s~! und k(of f) = 950s~! ergab
die Sprungweitenanalyse D1 sry = 0.30 £ 0.02um2/5 (38 £ 5%, gepunktete Kurve) und Dy sy = 0.73
+ 0.03um?/s (62 + 5%, gestrichelte Kurve). Man beachte die Ubereinstimmung der Werte mit den fiir
die spezifischen RNA-Oligonukleotide gemessenen (siehe Tab. 3.4). Im linearen Teil des in B gezeigten
MSD-Verlaufs wurde ein Diffusionskoeffizient von Dyrsp s = 0.62 & 0.01 pm? /s (Gerade) ermittelt.

Eine umfangreiche Beschreibung des Modells findet sich in Kapitel 2.2.9.5. Es zeigte sich, dass
dieses einfache Modell ausreichte, um sowohl ein Sprungweitenhistogramm mit zwei (schein-
bar) mobilen Diffusionskomponenten als auch einen nicht linearen MSD-Verlauf zu generieren.
Abbildung 3.13 A zeigt ein simuliertes Sprungweitenhistogramm mit k(on) = 4100s~! und
k(of f) = 950 s~1. Diese Werte lieferten im Rahmen der Fehlergenauigkeit vergleichbare Werte fiir
die Diffusionskoeffizienten der beiden Hauptmobilitdtskomponenten, wie sie fiir die BR2.1 mRN-
Ps mit spezifischen RNA-Oligonukleotiden gemessen worden waren (siehe Tabelle 3.4). Das heifit
also, dass ein einfacher Wechsel zwischen freier Diffusion und Bindung unterhalb der Zeitauflésung
im Sprungweitenhistogramm zu zwei mobilen Diffusionskomponenten fithren kann. Diese kommen
dann beide innerhalb einzelner Trajektorien vor, kénnen jedoch hier nicht unabhéngig voneinan-
der visualisiert werden. Gleichzeitig zeigte sich bei einem solchen Wechsel zwischen Bindung und
freier Diffusion auch ein nicht linearer MSD-Verlauf (siehe Abb. 3.13 B), wie fiir eine fortwéhren-
de Retardierung der Partikel durch Bindungen zu erwarten ist.

Bis zu diesem Zeitpunkt war ungeklirt, wie die mobilen Diffusionskoeffizienten in der Sprungwei-
tenanalyse im Kontext von erkennbaren Bindungstendenzen in der MSD-Analyse zu interpretie-
ren waren. Im Rahmen des vorgeschlagenen Modells konnten die den mobilen Diffusionskoeffizi-
enten zugrundeliegenden Werte fiir die Geschwindigkeitskonstanten k(on) und k(of f) und damit
fir die Gleichgewichtskonstante K ermittelt werden. Um dies zu ermoglichen wurden simulierte
Sprungweitenverteilungen fiir verschiedenste Werte von k(on) und k(of f) erstellt. Es wurden
jedoch nur Wertepaare fiir k(on) und k(of f) gew#hlt, welche zu keinem in der Messzeitauflosung

sichtbaren Wechsel zwischen gebundenem und ungebundenem Zustand fiihrten, da dieser Wech-
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sel experimentell nicht zu beobachten war (siehe Kapitel 2.2.9.5). Durch Vergleich der absoluten
Abweichungen zwischen simulierten Sprungweitenhistogrammen fiir je ein bestimmtes Wertepaar
von k(on) und k(of f) und dem Sprungweitenhistogramm der mit spezifischen Oligonukleotiden
gemessenen BR2.1 mRNPs, wurde ein absoluter Abweichungskoeffizient ¢ ermittelt. Dieser wurde
gegen die Wertepaare von p(on) und p(of f) aufgetragen, welche jeweils ein simuliertes Sprung-
weitenhistogramm definieren. p(on) und p(of f) lassen sich in k(on) und k(of f) umrechnen. Der
Bereich von k(on) und k(of f), in welchem ¢ und damit die Abweichung zwischen simuliertem
und experimentellem Sprungweitenhistogramm minimal wurde, gab den zum experimentellen
Sprungweitenhistogramm korrespondierenden Bereich von k(on), k(of f) und K an.

Wie in Kapitel 3.1 beschrieben, zeigte sich bei Testldufen mit simulierten (und daher definierten)
Datensétzen, dass keine exakten Werte fiir k(on) und k(of f) (bzw. p(on) und p(of f)) ermittelt
werden konnten. Jedoch konnte schnell und eindeutig deren Verhiltnis, d.h. die Gleichgewichts-
konstante K, bestimmt werden. Insofern war es moglich, im Rahmen des Modells den unter-
suchten BR2.1 mRNPs im chromatinfreien Speicheldriisennukleoplasma mit Hilfe der jeweiligen
Sprungweitenverteilung iiber K eine gréflere oder kleinere Bindungstendenz an putativ immo-
bilisierende Strukturen zuzuschreiben. So wurde fiir die BR2.1 mRNPs, welche mit spezifischen
Oligonukleotiden markiert waren, die in Abbildung 3.14 gezeigte Verteilung des Abweichungsko-
effizienten § in Abhéngigkeit von p(on) und p(of f) ermittelt. Die gestrichelte blaue Linie zeigt
hier das Verhéltnis von p(on) und p(of f) bei K = 5 an. Entlang dieser Linie, ab p(on) > 0.15,

wurde J minimal und die simulierten Sprungweitenhistogramme wiesen nur noch minimale Ab-
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Abbildung 3.14: Die Bindungsanalyse der BR2.1 mRNPs. Das mit spezifischen
RNA-Oligonukleotiden ermittelte Sprungweitenhistogramm der BR2.1 mRNPs aus
Abb. 3.7 C wurde, wie in Kapitel 2.2.9.5 beschrieben, hinsichtlich putativer Bin-
dungstendenzen der mRNPs an immobilisierende Strukturen untersucht. Beim
Vergleich mit verschiedenen Werten von Bindungs- und Ablosewahrscheinlichkei-
ten (p(on) bzw. p(of f)) zeigte sich, dass simulierte Histogramme mit K = 5 und
plon) > 0.15 den geringsten Abweichungskoeffizienten (Legende) aufwiesen (ge-
strichelte Linie). So konnte gezeigt werden, dass die in der Sprungweitenanalyse
ermittelten mobilen Komponenten Ausdruck einer unterhalb der Messzeitauflosung

verborgenen Bindungskinetik sein kénnen.
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weichungen zu dem experimentell ermittelten auf. Damit deutet das Modell auf eine deutliche
Tendenz der BR2.1 mRNPs zu frequenten Bindungen hin, denn mit K = 5 liegt die Gleichge-
wichtskonstante deutlich auf Seite des gebundenen Zustands.

Eine diskontinuierliche Partikelbewegung unterhalb der Messzeitauflosung kann also zu mobilen
Komponenten in der Sprungweitenanalyse fiihren. Diese mobilen Komponenten sollten jedoch
nur bei Vorliegen eines klar auf frequente Bindungen hindeutenden MSD-Verlaufs und weite-
rer entsprechender Indizien fiir Bindungsreaktionen unterhalb der Zeitauflosung als unmittelbare
Folgen solcher Bindungsprozesse interpretiert werden. Da fiir die BR2.1 mRNPs Hinweise hierauf
hier vorlagen, wird diese Analyse in den folgenden Kapiteln zusétzlich zur Sprungweiten- und

MSD-Analyse angewandst.
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3.6 Effektoren der BR2.1 mRNP-Mobilitat

In den vorangegangenen Kapiteln wurden Hinweise préasentiert, dass die BR2.1 mRNPs an nu-
kleoplasmatische Nichtchromatinstrukturen binden, was zu einer diskontinuierlichen Mobilitéat
unterhalb der Messzeitauflosung fiihrt. In diesem Kontext wurde eine neue Methode vorgestellt,
um aus der Sprungweitenverteilung Informationen zur Bindungstendenz zu extrahieren. Der Ein-
fluss verschiedener putativer Effektoren auf die mRNP-Mobilitdt wurde in einem néchsten Schritt
untersucht. Ziel war es messbare Anderungen in der mRNP-Mobilitéit bzw. der Bindungstendenz
zu verursachen. So sollten tiefere Einblicke in die molekulare Natur der die mRNP-Diffusion be-
einflussenden Strukturen gewonnen werden. Angesichts der durchaus nicht zu vernachliassigenden
Variabilitit des biologischen Systems (siehe Abbildung 3.7) musste ein Effekt, um als solcher er-
kannt zu werden, deutliche Abweichungen von den in Kapitel 3.4.2 ermittelten mittleren Gréfien

liefern.

3.6.1 Inkubation in Hiamolymphe

Séamtliche bisher vorgestellten Messungen wurden in Speicheldriisen durchgefiihrt, welche nach
der Praparation in PBS inkubiert worden waren. Die Inkubation in PBS brachte einige Vorteile
mit sich: So verursachte die Hamolymphe, das Blut der Larven, eine hohe Hintergrundstrah-
lung im Weitfeldeinzelmolekiilmikroskop, wodurch sich die BR2.1-mRNP-Signale ohne besonde-
re Mafinahmen praktisch nicht vom Hintergrund unterscheiden lieflen. Auflerdem mussten zur
Gewinnung der fiir eine Messung ausreichenden Menge an H&molymphe anfangs ca. 10 Lar-
ven pripariert werden (entsprechend 200 L Hiamolymphe zur Uberschichtung der Driise). Ein
typisches Experiment, bei welchem 3 Driisen analysiert wurden, dezimierte die Larvenpopulati-
on der relativ kleinen Zucht enorm. Jedoch gelang es spéter die fiir eine Messung notwendige
Hémolymphemenge auf nur noch ca. 50 ul. pro Driise zu reduzieren, indem die préparierte Driise
nach Hamolympheiiberschichtung in einer feuchten Kammer inkubiert wurde, in welcher sie auch
wihrend der Messung verblieb (siehe Kapitel 2.2.2). So wurden fiir eine Speicheldriisenmessung
nur noch 3 bis 4 Larven zur Himolymphegewinnung benétigt. Insbesondere reduzierte dies auch
den Hamolymphehintergrund deutlich. In Kombination mit einer Reduktion der Zwischenver-
groferung vor der Detektionskamera von 4x auf 2.5x (siehe Kap. 2.2.7), wodurch mehr Photonen
pro Pixel gesammelt wurden, konnte auch unter Himolympheinkubation ein SRV von bis zu 6
erreicht werden.

Damit konnte die BR2.1-mRNP-Mobilitdt nun unter Bedingungen analysiert werden, die der
physiologischen Situation im Organismus sehr nahe kamen. Dazu wurden in 5 Zellkerne aus 3
verschiedenen Speicheldriisen spezifische RNA-Oligonukleotide mikroinjiziert. Unmittelbar nach
Beendigung der Mikroinjektion wurde die Driise mit frischer Himolymphe iiberschichtet (siehe
Kap. 2.2.2). 10769 Trajektorien wurden gefunden, von denen ungefihr 12% 5 oder mehr Posi-
tionen aufwiesen, wohingegen dies bei PBS-Inkubation noch bei knapp 17% aller Trajektorien
der Fall war. Es deutete sich also eine héhere Mobilitét der BR2.1 mRNPs bei Hamolymphein-
kubation an. Die Sprungweitenanalyse, welche in Abbildung 3.15 A gezeigt ist, bestétigte dies.
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31026 Spriinge gingen in die Analyse ein. Zwar wurden auch hier zwei Hauptmobilititskom-
ponenten gefunden, allerdings zeigten die BR2.1 mRNPs bei Hamolympheinkubation der Spei-
cheldriise fiir beide Mobilitdtskomponenten deutlich hohere Diffusionskoeffizienten: Dy 7, von
0.52 + 0.05 um?/s mit einem relativen Anteil von 25 + 5% (gepunktete Kurve), sowie Da 1,
von 1.38 4 0.06 um?/s mit einem relativen Anteil von 75 4 5% (gestrichelte Kurve) - siehe
Tabelle 3.6 auf Seite 94 zum Vergleich. Wie in Abbildung 3.15 B (Quadrate) zu sehen, zeigten
die BR2.1 mRNPs jedoch auch unter Himolympheinkubation einen MSD-Verlauf, welcher zwar
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Abbildung 3.15: (A) Sprungweitenanalyse der spezifischen RNA-Oligonukleotide bei Himolymphein-
kubation. Die Driise wurde nach der Mikroinjektion in Hdmolymphe inkubiert. Es wurden zwei Haupt-
komponenten D1 = 0.52 £ 0.05um?/s (25 £ 5%, gepunktete Kurve), Dy = 1.38 & 0.06 um? /s (75 &+
5% , gestrichelte Kurve) ermittelt. Die rote Kurve ist die Summe aller Komponenten, deren Residuen
dariiber abgebildet sind. (B) Auftragung des MSDs gegen die Zeit fiir Trajektorien mit mindestens 20
Positionen (Quadrate). Im linearen Anfangsbereich (erste 3 Punkte) wurde ein Diffusionskoeffizient von
1.36 £ 0.01um?/s ermittelt (rote Gerade). Zum Vergleich ist der MSD-Verlauf fiir spezifische RNA-
Oligonukleotide und Driiseninkubation in PBS aus Abbildung 3.7 D eingezeichnet (Dreiecke). (C) Ver-
gleich der Sprungweitenverteilungen (Summe aller Komponenten) von RNA-Oligonukleotiden in Driisen,
welche in Himolymphe (rote Kurve) bzw. in PBS (schwarze Kurve) inkubiert wurden. (D) Bindungsana-
lyse der BR2.1 mRNPs unter Himolympheinkubation. Siehe Kapitel 2.2.9.5 fiir Details. Die gestrichelte
Linie zeigt die Region an, in welcher der Abweichungskoeffizient § minimal wird. Die Gleichgewichtskon-

stante K der Bindung betrdgt hier etwa 1.7.
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anfangs linear ist, ab ungefihr 40 ms jedoch deutlich vom linearen Verlauf abweicht. Trotzdem
zeigte sich die hohere Mobilitdt der BR2.1 mRNPs unter Hamolympheinkubation auch im MSD-
Verlauf deutlich. Insgesamt 110 Trajektorien mit einer Lange von 20 oder mehr Positionen gingen
in die Berechnung des MSDs ein. Eine an den linearen MSD-Bereich angepasste Gerade ist in
rot eingezeichnet und lieferte einen Diffusionskoeffizient Dyssp gz von 1.36 £ 0.01 ,um2 /s. Zum
Vergleich ist der erste Teil des MSD-Verlaufs von in PBS inkubierten Speicheldriise dargestellt
(Dreiecke, aus Abb. 3.7 D). Abbildung 3.15 C zeigt entsprechend einen Vergleich der Sprung-
weitenhistogramme der BR2.1 mRNPs in PBS (schwarz) bzw. Hamolymphe (rot) inkubierten
Speicheldriisen.

Entsprechend der Ausfithrungen im vorangegangenen Kapitel konnen die beiden Mobilitdtskom-
ponenten in der Sprungweitenanalyse hinsichtlich einer Bindungstendenz der BR2.1 mRNPs in-
terpretiert werden. Abbildung 3.15 D zeigt die Ergebnisse der Bindungsanalyse. Der Abweichungs-
koeffizient § wird im Bereich der gestrichelten blauen Linie minimal. Diese Linie entspricht einer
Gleichgewichtskonstante K von 1.7, wihrend bei Inkubation der Speicheldriise in PBS K = 5
ermittelt wurde (siehe Abb. 3.14). In der modellhaften Betrachtung fiihrt also eine verminderte
Bindungstendenz der BR2.1 mRNPs (eine kleinere Gleichgewichtskonstante) bei Inkubation der
Speicheldriise in Hamolymphe zu der erhohten Mobilitdt. Tabelle 3.6 auf Seite 94 fasst die Daten

zusaminen.

3.6.2 Inkubation in Haimolymphe und Actinomycin D

Kylberg et al. wiesen in einer neueren Publikation eine enge Kopplung der Regulation von Tran-
skription und mRNP-Export bei C. tentans nach ([Kylberg et al., 2008], siehe Einleitung). So
zeigte sich, dass bei globaler Inhibition der Transkription mit Actinomycin D auch der mRNP-
Export zum Erliegen kam. Ohne fortlaufende Transkription und ohne fortlaufenden mRNP-
Export blieb die mittlere Anzahl der mRNP-Partikel im Nukleoplasma gleich. Bezogen auf diesem
Zustand warfen die Autoren die Frage auf, ob es zu einer Retardierung der mRNP-Partikel im Nu-
kleoplasma, méoglicherweise unter der Beteiligung der bekannten nukleoplasmatischen Nichtchro-
matinstrukturen kam, oder ob die mRNP-Mobilitdt im Vergleich zum physiologischen Zustand
nicht eingeschrinkt war. Um diese Frage zu kldren, wurden spezifische RNA-Oligonukleotide
zusammen mit einer Actinomycin D-Losung in Zellkerne von Speicheldriisen koinjiziert (siche
Kapitel 2.1.6). Actinomycin D hemmt unmittelbar nach Mikroinjektionen die Transkription und
verhindert den weiteren Einbau von hnRNP-Proteinen in die BR mRNPs (Siebrasse et al., unpu-
blizierte Daten). Um einen Effekt des verwendeten Losungsmittels (DMSO + Puffer) ausschliefen
zu konnen, wurden zur Kontrolle jeweils in einen Zellkern der selben Driisen RNA-Oligonukleotide
zusammen mit dem DMSO-haltigen Puffer koinjiziert, in welchem kein Actinomycin D gel6st
war. Diese Kontrollzellkerne (genannt DMSO) hatten immer mindestens eine Zelle Abstand zum
nichsten mit Actinomycin D injizierten Kern. Die Driisen wurden unmittelbar nach der Mikro-
injektion in Hamolymphe inkubiert.

Insgesamt wurden 2 Driisen untersucht: In 4 Kerne wurde Actinomycin D mikroinjiziert und 8 834

Trajektorien wurden gefunden. Abbildung 3.16 A zeigt die Sprungweitenverteilung fiir BR2.1
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Abbildung 3.16: (A) Sprungweitenanalyse mit spezifischen RNA-Oligonukleotiden und Actinomycin D
in DMSO. Die Driise wurde nach der Prdaparation in Hdimolymphe inkubiert. Es wurden zwei Haupt-
komponenten Dy = 0.59 £ 0.06 um?/s (38 £ 10%, gepunktete Kurve), Dy = 1.27 £ 0.1um?/s (62 &
10%, gestrichelte Kurve) ermittelt. Die rote Kurve ist die Summe aller Komponenten, deren Residuen
oben abgebildet sind. (B) Auftragung des MSD gegen die Zeit fiir Trajektorien mit mindestens 20 Positio-
nen (Quadrate). Im linearen Anfangsbereich (erste 6 Punkte) wurde ein Diffusionskoeffizient von 1.44 +
0.05 um? /s ermittelt (rote Linie). Zum Vergleich ist der MSD-Verlauf fiir spezifische RNA-Oligonukleotide
und DMSO eingezeichnet. Im linearen Anfangsbereich (hier die ersten j Punkte) wurde ein Diffusions-
koeffizient von 1.83 £ 0.02pum? /s ermittelt (blaue Linie). Die Standardfehler sind eingezeichnet. (C)
Sprungweitenanalyse mit spezifischen RNA-Oligonukleotiden und DMSO. Hier wurden zwei Hauptkom-
ponenten D1 = 0.21 £ 0.03um? /s (12 £ 2%, gepunktete Kurve), Dy = 1.09 £ 0.03um?/s (88 £ 2% ,
gestrichelte Kurve) ermittelt. Die blaue Kurve ist die Summe aller Komponenten (Residuen oben). (D)
Vergleich der Sprungweitenverteilungen der Messungen mit Actinomycin D (rote Kurve, aus A) und nur
DMSO (blaue Kurve, aus C). Siehe Text fiir weitere Details.
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mRNPs unter Actinomycin D-Einfluss mit 30695 Spriingen. Es wurden 2 Diffusionskomponen-
ten mit D1 ac¢p von 0.59 £ 0.06 ,um2/s und einem relativen Anteil von 38 + 10% (gepunktete
Kurve), sowie Dy gctp von 1.27 + 0.1 um? /s und einem relativen Anteil von 62 + 10% (gestrichel-
te Kurve) ermittelt (Summenkurve rot, Residuen oben). Der korrespondierende MSD-Verlauf von
Trajektorien mit 20 oder mehr Positionen (159 Trajektorien insgesamt) war nur zu Beginn linear
und zeigte ab etwa 100 ms einen eindeutig nicht-linearen Verlauf (siche Abbildung 3.16 B, Qua-
drate). Im linearen Teil (erste 6 Punkte) wurde ein mittlerer Diffusionskoeffizient Dassp actp
von 1.44 £ 0.05um?/s ermittelt (rote Gerade in B). Abbildung 3.16 C zeigt die Sprungwei-
tenanalyse von 2 Kontrollkernen aus denselben Driisen. Hier wurden aufgrund der geringeren
Anzahl an Kernen nur 2570 Trajektorien gefunden, welche ebenfalls 2 Mobilitdtskomponenten
aufwiesen: D1 pyrso von 0.21 + 0.03 pwm? /s und einem relativen Anteil von 12 + 2% (gepunk-
tete Kurve), sowie D2 pyrso von 1.09 = 0.03 um?/s und einem relativen Anteil von 88 + 2%
(durchgezogene Kurve). Die Summe der beiden Komponenten ist blau in die Abbildung einge-
zeichnet. 10592 Spriinge gingen in die Analyse ein. Der MSD-Verlauf fiir die Kontrollzellen ist
zum Vergleich ebenfalls in 3.16 B eingezeichnet (Dreiecke). Auch hier verlduft der MSD, welcher
67 Trajektorien beinhaltet, anfangs linear. Der Diffusionskoeffizient Dassp parso im Anfangs-
bereich (erste 4 Punkte) betrug 1.33 £ 0.02 um?/s und lag damit geringfiigig unter dem mit
Actinomycin D ermittelten. Abgesehen davon, dass der MSD im Falle der Kontrollmessungen
ab etwa 75 ms die Tendenz zeigt deutlicher vom linearen Anfangsverlauf abzuweichen, zeigen die
MSD-Verlaufe der Proben mit und ohne Actinomycin D qualitativ einen sehr d&hnlichen Verlauf.
Im Rahmen der Fehlergenauigkeit bzw. im Hinblick auf die dem biologischen System zugrunde-
liegende Variabilitét (siehe Abbildung 3.7 B auf Seite 69) ist der Unterschied gering. Auch der
direkte Vergleich der Sprungweitenverteilungen (Abbildung 3.16 D) deutet an, dass trotz un-
terschiedlicher Komponentengewichtung (siehe Zusammenfassung der Daten in Tabelle 3.6) die
Sprungweitenverteilungen eine hohe Ahnlichkeit aufweisen. Im Vergleich mit den Daten zu spe-
zifischen RNA-Oligonukleotiden, die ohne Effektor und unter Hamolympheinkubation ermittelt
wurden (sieche Abb. 3.15 und Tabelle 3.6 auf Seite 94), zeigt sich, dass Transkriptionsinhibiti-
on mit Actinomycin D keinen eindeutigen Effekt auf die Partikelmobilitdt hat. Aufgrund der

Ahnlichkeit der Sprungweitenhistogramme wurde keine eigene Bindungsanalyse durchgefiihrt.

3.6.3 Der Effekt von hrp65-1-Peptiden

Es konnte gezeigt werden, dass die Mobilitit der BR2.1 mRNPs bei PBS-Inkubation der Driise
gegeniiber Inkubation in Himolymphe deutlich retardiert war. Die Bindungsanalyse deutete an,
dass sich dieses Verhalten durch eine hohere Tendenz der BR2.1 mRNPs zur Bindung an nukleére
Strukturen erkliaren lieff. Ausgehend von dieser Modellvorstellung lag die Frage nahe, welchen
Einfluss der zur Zeit einzige nachgewiesene Mediator der Bindung der BR mRNPs an die nu-
kledren Strukturen, das hrp65-1-Protein, auf die Mobilitdt der mRNPs hat. Da die Aufreinigung
des gesamten hrp65-1-Proteins problematisch war und das Protein nach heterologer Expression
nie in hoheren Konzentrationen prépariert werden konnte, wurden nur die interessanten Effek-

tordoménen von hrp65-1 (CTS und PBD, siehe Diskussion) synthetisiert bzw. exprimiert und
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untersucht. Dies brachte auflerdem den Vorteil mit sich, einen putativen Effekt sofort einer spezi-
fischen Proteindoméne zuordnen zu kénnen. Sowohl das CTS- als auch das PBD-Peptid wurden
als Doppelinjektionen in die Speicheldriisenzellen eingebracht. Das heifit, dass die zu untersu-
chenden Zellkerne zuerst mit einer Losung mit spezifischen RNA-Oligonukleotiden mikroinjiziert
wurden. Dann, in einer zweiten Injektion, wurde eine Losung des jeweiligen Peptids in das Cyto-
plasma injiziert, da beide Peptide entweder direkt oder indirekt in den Zellkern importiert werden.
Ein Uberblick iiber die Injektionskonzentrationen der Peptide findet sich in Kapitel 2.1.7.

3.6.3.1 Inkubation in Himolymphe und hrp65-1-CTS

Spezifische RNA-Oligonukleotide wurden in 4 Zellkerne in 2 verschiedenen Speicheldriisen mikro-
injiziert. In einer zweiten Injektionsphase wurde dann in die selben Zellen cytosolisch zuséitzlich
eine hrp65-1-CTS-Losung injiziert. Da die CTS-Doméne des hrp65-1-Proteins eine NLS enthélt,
wird das Peptid aus dem Cytoplasma in den Zellkern importiert [Kiesler et al., 2003]. Daher
konnte auf eine Kerninjektion verzichtet werden. Die Driisen wurden unmittelbar nach Abschluss
der zweiten Injektion in Hamolymphe inkubiert. Abbildung 3.17 A zeigt die Sprungweitenvertei-
lung von insgesamt 16 469 Trajektorien, aus denen 64 775 Spriinge in die Analyse eingingen. Es
wurden 2 Diffusionskomponenten mit Dy crg von 0.71 £ 0.12 qu /s und einem relativen Anteil
von 63 + 23% (gepunktete Kurve), sowie Do crs von 1.58 + 0.51 um?/s und einem relativen
Anteil von 34 £+ 23% (gestrichelte Kurve) ermittelt. Eine dritte Komponente, mit einem Diffu-
sionskoeffizienten Dy crs von 0.05 £ 0.02 wm? /s und einem relativen Anteil von nur 2 + 0.7%,
war auf wenige in unmittelbarer Kernmembrannidhe kurz immobilisierte Partikel zuriickzufithren
(durchgezogene schwarze Kurve).

Der Verlauf des MSDs fiir Trajektorien mit 20 oder mehr Positionen (389 Trajektorien) ist in
Abbildung 3.17 B gezeigt. Der MSD verlduft bis etwa 75 ms linear, weicht dann aber eindeutig
vom linearen Verhalten ab. Der im linearen Teil (erste 8 Punkte) ermittelte Diffusionskoeffizient
Dysp.crs betrug 1.27 £ 0.01 um?/s.

Um einen direkten Vergleich der Mobilitdt der BR2.1 mRNPs ohne hrp65-1-CTS zu ermogli-
chen, sind in Abbildung 3.17 C die angepassten Kurven unter hrp65-1-CTS-Inkubation (rot)
und ohne Peptidinkubation (schwarz, aus Abbildung 3.15 A, spezifische RNA-Oligonukleotide,
Hamolymphe-Inkubation) gezeigt. Die Sprungweitenverteilungen unterscheiden sich angesichts
der dem biologischen System zugrundeliegende Variabilitdt nur minimal (siehe Abbildung 3.7 A
auf Seite 69 zum Vergleich). Auch beim Vergleich der MSD-Verldufe in Abbildung Abb. 3.17 D
unter hrp65-1-CTS-Inkubation (rote Quadrate) und ohne Peptidinkubation (schwarze Dreiecke)
zeigt sich, dass qualitativ und quantitativ im Rahmen der Fehlergenauigkeit kein Unterschied
festgestellt werden kann. Die gute Ubereinstimmung der Ergebnisse zeigt allerdings, dass eine
Doppelinjektion (erst nukleoplasmatisch, dann cytosolisch) keinen Unterschied zu einer einfa-
chen Kerninjektion macht. Daher konnen beide Injektionsvarianten verglichen werden, ohne dass
zusitzliche Kontrollen nétig sind. Tabelle 3.6 fasst die Ergebnisse zusammen wobei die langsamste
Diffusionskomponente Dy crs nicht aufgenommen wurde. Auch hier wurde aufgrund der dhnli-

chen Sprungweitenhistogramme (s. Abb. 3.17 C) keine separate Bindungsanalyse durchgefiihrt.
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Abbildung 3.17: (A) Sprungweitenanalyse mit spezifischen RNA-Oligonukleotiden und hrp65-1-CTS.
Die Driise wurde nach der letzten Injektion in Himolymphe inkubiert. Es wurden zwei Hauptkomponenten
Dicrs = 0.71 £ 0.12um?/s (63 £ 23%, gepunktete Kurve) und Dy crs = 1.58 + 0.51um?/s (34 +
23% , gestrichelte Kurve) ermittelt. Eine dritte Komponente Do crs = 0.05 = 0. 02um2/s mit nur 2 +

0.7% relativem Anteil wurde ebenfalls gefunden (schwarze durchgezogene Kurve. Die rote Kurve ist die

Summe aller Komponenten, deren Residuen dariber abgebildet sind. (B) Auftragung des MSD gegen die

Zeit fiir Trajektorien mit mindestens 20 Positionen. Im linearen Anfangsbereich (erste 8 Punkte) wurde
ein Diffusionskoeffizient von 1.27 £ 0.01 um? /s ermittelt (rote Gerade). (C) Vergleich der Sprungweiten-
verteilungen mit (rot) und ohne (schwarz, aus Abbildung 3.15 A) hrp65-1-CTS-Inkubation. (D) Vergleich
der MSD-Verliufe mit (rote Quadrate) und ohne hrp65-1-CTS-Inkubation (schwarze Dreiecke, aus Ab-
bildung 3.15 B, spezifische RNA-Oligonukleotide, Himolymphe-Inkubation). Fiir Details siehe Text.
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3.6.3.2 Inkubation in Himolymphe und hrp65-PBD

Uber die PBD-Doméne wechselwirken die verschiedenen hrp65-Isoformen miteinander, was mogli-
cherweise die Grundlage der Struktur der CFs ist, {iber welche die BR2.1 mRNPs an die FGCs
binden (siehe Einleitung).

Zur Uberpriifung der Funktionalitit des heterolog exprimierten PBD-Peptids, wurde mit At-
t0647 markiertes hrp65-PBD-GST zusammen mit BSA-Alexad88 cytosolisch mikroinjiziert (sie-
he Abbildung 3.18 A). BSA-Alexa488 ist mit einer molaren Masse von 66kDa so grof, dass
es die Kernporen nicht diffusiv passieren kann. Es diente daher als Dichtigkeitskontrolle, um
die Unversehrtheit der Zellkernmembran zu demonstrieren. Wie in Abbildung 3.18 A gezeigt,
blieb BSA-Alexa488 vom Kern ausgeschlossen (Mitte). Wéhrend ein Teil des hrp65-PBD-GST
cytosolisch aggregierte (Abbildung 3.18 A, rechts, Pfeil), konnte auch eine Akkumulation von
hrp65-PBD-GST im Kern beobachtet werden. Da das PBD-Peptid nur iiber die Wechselwirkung
mit endogenem hrp65-1 aktiv in den Kern importiert werden kann, konnte die prinzipielle Funk-
tionalitdt des PBD-Peptids angenommen werden.

Spezifische RNA-Oligonukleotide wurden in 3 Zellkerne in 2 verschiedenen Speicheldriisen mikro-
injiziert. In der zweiten Injektionsphase wurden dann die selben Zellen cytosolisch hrp65-PBD-
GST injiziert (siehe Kapitel 2.1.7). Die Driisen wurden unmittelbar nach Abschluss der zweiten
Injektion in Hamolymphe inkubiert. Abbildung 3.18 B zeigt die Sprungweitenverteilung von ins-
gesamt 11208 Trajektorien (43332 Spriinge). Es wurden erneut 2 Hauptdiffusionskomponenten
mit Dy ppp von 0.85 £ 0.06 pum? /s und einem relativen Anteil von 72 + 12% (gepunktete Kur-
ve), sowie Do ppp von 1.71 4= 0.34 pm? /s und einem relativen Anteil von 24 + 13% (gestrichelte
Kurve) ermittelt. Auch hier wurde eine dritte Komponente mit einem Diffusionskoeffizienten
Dy.ppp von 0.13 £ 0.02 ,wm2 /s und einem relativen Anteil von 4 + 0.7% gefunden, die auf einige
in Membrannéhe immobilisierte Partikel zuriickzufithren war (Strich-Punkt-Kurve).

Der Verlauf des MSDs mit der Zeit fiir Trajektorien mit 20 oder mehr Positionen ist in Abbil-
dung 3.17 C (Quadrate) gezeigt. 255 Trajektorien gingen in die Analyse ein. Der MSD verlauft
hier im Rahmen der Fehlergenauigkeit linear und zeigt damit einen deutlichen Unterschied
zum MSD, welcher ohne hrp65-PBD-GST ermittelt wurde (3.17 C (Dreiecke), spezifische RNA-
Oligonukleotide, Himolymphe-Inkubation, aus Abbildung 3.15 A). Der ermittelte Diffusionsko-
effizient Dyrsp ppp betrug 1.42 £ 0.05 um? /s und liegt damit im Bereich der bisher ermittelten
initialen Diffusionskoeflizienten.

Abbildung 3.17 D zeigt den Vergleich der Sprungweitenhistogramme mit (rot) und ohne (schwarz)
hrp65-PBD-GST. Die Sprungweitenhistogramme unterscheiden sich kaum, was auch hier eine
Bindungsanalyse obsolet macht. Damit deutet sich ein Effekt von hrp65-PBD-GST an, der sich
nur auf groflere raumliche Distanzen bemerkbar macht. Hier konnte damit erstmals ein direkter
Effekt einer hrp65-Doméne auf die BR2.1 mRNP Mobilitdt in vivo dokumentiert werden.
Tabelle 3.6 fasst die Ergebnisse zusammen. Hier wurde die langsamste Diffusionskomponente

Dy ppp nicht aufgenommen.
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Abbildung 3.18: (A) Funktionalititskontrolle des hrp65-PBD-GST-Proteins. Wihrend BSA-Alexal88
nach cytosolischer Injektion vom Zellkern ausgeschlossen bleibt, wird mit Atto647 markiertes hrp65-PBD-
GST im Kern akkumuliert. Pfeil, Injektionsstelle. C, Cytosol. N, Zellkern. (B) Sprungweitenanalyse mit
spezifischen RNA-Oligonukleotiden und hrp65-PBD-GST. Die Driise wurde nach der letzten Injektion in
Hémolymphe inkubiert. Es wurden zwei Hauptkomponenten D1 ppp = 0.85 £ 0.06 um? /s (72 + 12%,
gepunktete Kurve) und Dy ppp = 1.71 £+ 0.84um? /s (24 + 13% , gestrichelte Kurve) ermittelt. Eine
dritte Komponente Do ppp = 0.18 £+ 0.02um?/s mit 4 + 0.7% relativem Anteil wurde ebenfalls gefun-
den (Strich-Punkt-Kurve). Die rote Kurve ist die Summe aller Komponenten, deren Residuen dariber
abgebildet sind. (C) Vergleich der MSD-Verliufe mit (Quadrate) und ohne hrp65-PBD-GST-Inkubation
(Dreiecke, aus Abbildung 3.15 B). Der MSD- Verlauf unter Proteininkubation ist linear. Fin Diffusionsko-
effizient von 1.42 + 0.05 um? /s wurde ermittelt (rote Gerade). (D) Vergleich der Sprungweitenverteilun-
gen mit (rot) und ohne hrp65-PBD-GST-Inkubation (schwarz, aus Abbildung 3.15 A). Fiir Details siehe
Text.
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3.6.4 Die Effektoren der BR2.1 mRNP-Mobilitit: Ein Uberblick

Tabelle 3.6 fasst alle Effektordaten zusammen. Abbildung 3.19 zeigt alle Sprungweitenhistogram-
me und MSD-Verldufe zum Vergleich in jeweils einer Abbildung. Wie in Abbildung 3.19 A zu
sehen, zeigt sich auf kurzen Zeitskalen (d.h. im Bereich der einzelnen Sprungweiten) nur zwischen
PBS- und Héamolympheinkubation der Driise ein eindeutiger Effekt. Die sonstigen potentiellen
Effektoren dndern die lokale Mobilitidt hingegen nicht. Auf lingeren Zeitskalen - und damit auch
grofieren rdumlichen Skalen - zeigt sich im MSD-Verlauf (Abb. 3.19 B) ebenfalls ein Effekt zwi-
schen PBS- und Hamolympheinkubation. Von den potentiellen Effektoren beeinflusst jedoch nur
hrp65-PBD-GST die BR2.1 mRNP-Mobilitéit tiber den Hamolympheeffekt hinaus und bewirkt

einen linearen Verlauf des MSDs mit der Zeit.

Spezifische RNA-O. Ay (%] Dy [um?/s]  As (%] Do [um?/s] Darsp [ppm?/s]

HL 255 052+£005 755 1.38+£0.06 1.36 = 0.01

HL u. ActD/DMSO 38 £ 10 0.59 £ 0.06 62+ 10 1.27 £0.1 1.44 £+ 0.05
HL u. DMSO 12+2 021+£003 88+2 1.09+£0.03 1.33 £ 0.02

HL u. hrp65-1-CTS* 63 +£23 0.71 +£0.12 34 +23 1.58 &£ 0.51 1.27 £ 0.01
HL u. hrp65-PBD* 72 £12 085 £0.06 24 +13 1.71 +0.34 1.42 £ 0.05

Tabelle 3.6: Zusammenfassung der Messungen mit putativen Effektoren der BR2.1 mRNP-Mobilitdit.
Es wurden immer spezifische RNA-Oligonukleotide verwendet, um die BR2.1 mRNPs zu visualisieren.
HL, Himolympheinkubation. ActD, Actinomycin D. ¢, die langsamste Komponente ist nicht gezeigt. Die
Standardfehler sind angegeben.
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Abbildung 3.19: (A) Die Sprungweitenhistogramme simtlicher Messungen sind zusammengefasst dar-
gestellt. Es zeigt sich, dass nur zwischen PBS- und Himolympheinkubation (HL) ein signifikanter Effekt
auftritt. Die sonstigen potentiellen Effektoren zeigen keinen Effekt in der Sprungweitenanalyse. ActD,
Actinomycin D. CTS, hrp65-1-CTS. PBD, hrp65-PBD-GST. (B) Die MSD-Verliufe simtlicher Mes-
sungen sind zusammengefasst dargestellt. Ein Effekt zwischen PBS- und Hamolympheinkubation ist auch
hier erkennbar. Von den Effektoren wirkt sich nur hrp65-PBD-GST auf die BR2.1 mRNP Mobilitit aus.
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Diskussion

In den Speicheldriisenzellkernen von C. tentans kann die Mobilitét endogener BR2.1 mRNPs
in chromatinfreien Nukleoplasmabereichen in situ untersucht werden. In [Siebrasse et al., 2008]
zeigte sich, dass sich die BR2.1 mRNPs nicht frei diffundierend im Nukleoplasma bewegen, son-
dern retardiert werden (siehe Motivation in Kapitel 1.3 bzw. Tabelle 4.1 auf Seite 110). Das Ziel
der hier vorliegenden Arbeit war es diese komplexe Mobilitdt der BR2.1 mRNPs zu verstehen.
In [Siebrasse et al., 2008] wurde die BR2.1 mRNP-Bewegung mit Hilfe von spezifisch bindenden
DNA-Oligonukleotiden an einem konfokalen Mikroskop untersucht. Hierbei erwies sich einerseits
die kurze Lebensdauer der DNA-Oligonukleotide im Kern als problematisch, andererseits erfor-
derte die geringe Sensitivitdt des dort genutzten Mikroskops die Mikroinjektion relativ hoher
Oligonukleotidkonzentrationen. Dadurch wurden vor jeder Messung minutenlange Bleichphasen
notwendig, um vereinzelte BR2.1 mRNPs auflésen und mit einer maximalen Zeitauflésung von
50ms beobachten zu kénnen. Mit Hilfe der Sprungweitenanalyse wurden dort folgende Diffusi-
onskoeffizienten fiir die nukleoplasmatischen BR2.1 mRNPs ermittelt [Siebrasse et al., 2008]:

Dipna = 3.74 £ 1um?/s (15 £ 3%)
Dirpna = 0.64 £ 0.04 um?/s (66 + 2%)
Dirrpya = 0.23 um?/s (19 + 3%)
Div.ona = 0.015 um? /s (0.7 & 0.3%)

(in Klammern sind die relativen Anteile der Komponenten angegeben). Das wichtigste Ziel der
hier nun vorliegenden Arbeit war es, den Ursprung dieser verschiedenen BR2.1 mRNP-Mobilitéts-
komponenten zu kldren und im Hinblick auf die besondere Zellkernstruktur der C. tentans-
Speicheldriisenzellen zu interpretieren.

Hierzu sollte die bereits in [Siebrasse et al., 2008] vorgestellte Trajektorienanalyse umfangreich
erweitert werden. Dies brachte die Notwendigkeit mit sich, zuerst die Zuverlissigkeit des Ein-
zelpartikeltrackings zu erhohen. Wie in Kapitel 1.3 beschrieben, gelang in [Veith, 2007] und
[Siebrasse et al., 2008] die Markierung der BR2.1 mRNPs mit DNA-Oligonukleotiden nicht in
jedem Experiment. Dies lag vermutlich daran, dass die verwendeten DNA-Oligonukleotide mit
den mRNA-Molekiilen DNA-RNA-Hybride bilden, welche ein potentielles Ziel nukledrer RNA-
se H sind - einem Enzym, welches DNA-RNA-Hybride abbaut [Molenaar et al., 2001]. Durch
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einen Wechsel zu 2’-O-Methyl-RNA-Oligonukleotiden, welche gebunden an mRNA kein Ziel nu-
kleirer RNAse H darstellen und daher eine deutlich hohere Stabilitit im Zellkern aufweisen
[Molenaar et al., 2001], konnte dieses Problem behoben werden. Mit den RNA-Oligonukleotiden
gelang es, in praktisch jedem Experiment die BR2.1 mRNPs bzw. die BR2.1-Transkriptionsstelle
anzuférben (s. Kap. 3.4.1).

Wie in Kapitel 3.4 beschrieben, gelang es auflerdem durch den Wechsel vom konfokalen Liniens-
canner zum Einzelmolekiilmikroskop - einem sensitiven Videomikroskop mit schneller emCCD-
Kamera (s. Kap. 2.2.7) - im Vergleich zu [Siebrasse et al., 2008] die Mikroinjektionskonzentration
der fluoreszenzmarkierten Oligonukleotide bei sogar verbesserter Signalqualitit um den Faktor
20 zu reduzieren. In [Siebrasse et al., 2008] mussten aufgrund der geringen Sensitivitéit der CCD-
Zeile des Linienscanners hohe Mikroinjektionskonzentrationen gewéhlt werden, um die BR2.1
mRNPs mit mehreren Oligonukleotiden und damit mehreren Fluoreszenzfarbstoffen zu markie-
ren. Dadurch wurde jedoch ein Grofiteil der BR2.1 mRNPs angefiirbt, was zu einer sehr hohen
Signaldichte von 70 bis 90 markierten BR2.1 mRNPs pro um? fithrte. Nur durch Bleichphasen
mit hochster Laserintensitéit von mehreren Minuten Lénge gelang es die Signaldichte so weit zu
reduzieren, dass vereinzelte Signale sichtbar wurden. Jedoch blieb die Signaldichte fiir das Einzel-
partikeltracking immer noch sehr hoch, was die Wahrscheinlichkeit fiir Falschzuweisungen bei der
Trajektorienverkniipfung erhohte. Durch die deutlich hohere Sensitivitéit des Einzelmolekiilmikro-
skops konnte die Injektionskonzentration nun stark reduziert werden. Damit wurde theoretisch
nur noch ein Bruchteil der im Zellkern vorhandenen BR2.1 mRNPs mit einem fluoreszenzmar-
kierten Oligonukleotid markiert, was zu einer deutlich besseren Vereinzelung der Signale fiihrte
und lange Bleichphasen iiberfliissig machte. Da trotz der geringen Mikroinjektionskonzentration
relativ hohe Signal-zu-Rausch-Verhéltnisse von bis zu 8 erreicht wurden, ist jedoch nicht aus-
zuschlieflen, dass einige der markierten BR2.1 mRNPs durch die zu Beginn der Mikroinjektion
lokal erhéhte Oligonukleotidkonzentration auch mit mehr als einem Oligonukleotid und damit
mit mehr als einem Fluoreszenzfarbstoff markiert waren.

Zusammenfassend gelang es mit einem Wechsel zu 2’0O-Me-RNA-Oligonukleotiden und zum Ein-
zelmolekiilmikroskop die Wahrscheinlichkeit fiir Falschzuweisungen beim Einzelpartikeltracking
deutlich zu reduzieren. Es stand nun ein stabiles System mit sehr guter Reproduzierbarkeit von

deutlich vereinzelten und trotzdem gut sichtbaren Signalen zur Verfiigung.

4.1 Die komplexe Mobilitdt der BR2.1 mRNPs

Durch die beschriebenen methodischen Verbesserungen konnten am Einzelmolekiilmikroskop im
Vergleich zu [Siebrasse et al., 2008] nicht nur deutlich mehr BR2.1 mRNP-Trajektorien aufge-
nommen werden sondern auch die Aufnahmerate um den Faktor 4 auf 100 Hz erhoht werden.
Damit standen ca. 30 000 zeitlich hochaufgeloste BR2.1 mRNP-Trajektorien aus 6 Zellkernen fiir
eine tiefgehende Trajektorienanalyse zur Verfiigung. Im Folgenden beziehen sich die beschriebe-
nen Analysen und Schlussfolgerungen - sofern nichts gegenteiliges genannt - auf diesen Datensatz.
In Abbildung 3.7 ist zu sehen, dass den 6 analysierten Zellkernen eine gewisse Variabilitéit zu-

grundeliegt, die in diesem biologischen System nicht umgangen werden kann. In den verschie-
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denen Einzelmessungen lieflen sich jedoch Gemeinsamkeiten erkennen. So zeigten fast alle JD1-
Sprungweitenhistogramme einen vergleichbaren Verlauf. Ebenso war der MSD-Verlauf fiir alle
Kerne nicht-linear. Um die primér interessierenden Gemeinsamkeiten der Einzelmessungen her-
auszuarbeiten, wurden die Trajektorien aller Kerne zusammengefasst und gemeinsam ausgewer-
tet.

Die Analyse der nun vorliegenden neuen Daten bestétigte die Ergebnisse aus [Siebrasse et al., 2008]
teilweise, lieferte aber auch neue Erkenntnisse hinsichtlich des Ursprungs der 4 damals gefunde-
nen Mobilitdtskomponenten. In den neuen, mit methodischen Verbesserungen ermittelten Daten,
wurden mit Hilfe der Sprungweitenanalyse zwei Hauptmobilitidtskomponenten mit einem Diffu-
sionskoeffizient von 0.73 bzw. 0.3 um?/s identifiziert, die auch schon mit vergleichbaren Werten
in [Siebrasse et al., 2008] ermittelt werden konnten (siche Tabelle 4.1 auf Seite 110). Eine drit-
te Diffusionskomponente mit einem Diffusionskoeffizient von 0.001 zm?/s und einem Anteil von
0.7% aller 124 000 analysierten Spriinge wurde ebenfalls nachgewiesen. Diese wurde zwar schon
in [Siebrasse et al., 2008] gefunden, konnte damals aber keinem konkreten Ereignis zugeordnet
werden. Erst durch die nun erreichte deutliche Vereinzelung der Signale in Kombination mit
der hohen Reproduzierbarkeit konnten so viele Daten gesammelt werden, dass diese langsams-
te Komponente trotz ihres seltenen Auftretens erstmals zweifelsfrei mit sowohl kurzzeitig an
Polytanchromosomen als auch in Membrannidhe immobilisierten BR2.1 mRNPs in Verbindung
gebracht werden konnte. Dieses Ergebnis verwundert nicht: Dass sich die grofien 50 nm-BR2.1
mRNPs auch im Speicheldriisenzellkern in Chromatinschleifen verfangen kénnen, wenn die Par-
tikel diffusiv die unmittelbare Ndhe eines Chromosoms erreichen, ist plausibel. Das zeigt, dass
auch das relativ dicht gepackte Chromatin der Polytdnchromosomen die mRNP-Bewegung lokal
beeinflussen kann. Die Seltenheit solcher Ereignisse zeigt jedoch auch, dass die passiven, diffusi-
onsbeeinflussenden Eigenschaften des Chromatins im Speicheldriisenzellkern in den Hintergrund
treten und nur noch im Rahmen solcher Zufallsereignisse eine Rolle spielen. Es ist anzumerken,
dass sich eine Immobilisierung im Sprungweitenhistogramm als Diffusion darstellt, mit einem
Diffusionskoeffizient, der vom SNR abhingt (siehe Kapitel 3.2). Daher wird im Sprungweitenhi-
stogramm auch fiir eine Immobilisierung ein Diffusionskoeffizient > 0 ermittelt.

Auch Immobilisierungen der BR2.1 mRNPs an der Kernmembran sind prinzipiell nicht verwun-
derlich, ist doch die Kernmembran mit ihren Kernporen letztlich das Ziel exportkompetenter
nukledrer mRNPs, welche die genetische Information ins Cytoplasma transportieren. Solche Im-
mobilisierungsereignisse in Membrannéhe wurden jedoch nur ebenso selten - , zuféllig* - gesichtet
wie die kurzen Immobilisierungen an den Polytdnchromosomen. Damit konnte zwar einerseits
der Ursprung dieser langsamen Komponente erkldrt werden, andererseits verwunderte aber auch
der Zufalls- bzw. Seltenheitscharakter der Bindungsereignisse in Membrannéhe: So konnten auch
mit den neuen RNA-Oligonukleotiden - abgesehen von diesen kurzen Membranereignissen - kei-
ne eindeutigen mRNP-Exportereignisse visualisiert werden. In [Siebrasse et al., 2008] wurde die
Vermutung geduflert, dass der Export von BR2.1 mRNPs mit Oligonukleotiden prinzipiell nicht
visualisiert werden kann, weil die Oligonukleotide wéhrend oder kurz nach der Kernporenbindung
abgestreift werden und sich das Andocken eines BR2.1 mRNPs an der Kernpore nur als kurzes

Aufflackern andeutet. Die hier vorliegenden Ergebnisse passen gut zu dieser Modellvorstellung.
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Abgesehen von den Immobilisierungen in Membrannihe bzw. an Polytédnchromosomen konnten
mit einer Aufnahmerate von 100 Hz in rein nukleoplasmatischen, also chromatinfreien Kernberei-
chen keine sichtbaren mRNP-Immobilisierungen gefunden werden.

Besonders auffillig beim Vergleich der Ergebnisse der hier vorliegenden Dissertation mit [Sieb-
rasse et al., 2008] war auflerdem, dass die schnellste damals gefundene Komponente mit knapp
4 yum? /s hier nicht wiedergefunden wurde. Da im Rahmen dieser Dissertation insbesondere Maf-
nahmen zur Steigerung der Zuverlédssigkeit des Einzelpartikeltrackings ergriffen worden waren,
lag ein Zusammenhang zwischen verbesserter Methodik und dem Verlust dieser schnellsten Kom-
ponente nahe. Mit Hilfe von Kontroll- bzw. MB-Oligonukleotiden am Einzelmolekiilmikroskop,
insbesondere aber auch durch FCS, konnte gezeigt werden, dass Diffusionskoeffizienten >1 um?/s
in der Tat nicht spezifisch fiir die BR2.1 mRNPs sind, sondern zu freien oder unspezifisch an Kern-
proteine gebundenen Oligonukleotiden gehoren (siehe Kapitel 3.4.2, 3.4.4 und 3.4.5). Die Visua-
lisierung und Identifizierung freier bzw. unspezifisch gebundener (Kontroll-)Oligonukleotide war
erst nach dem Wechsel zu deutlich sensitiveren Mikroskopietechniken wie der Einzelmolekiilmikro-
skopie und FCS moglich und damit eine weitere wichtige Folge der methodischen Verbesserungen.
In geringem Umfang wurden auch freie spezifische Oligonukleotide gefunden, die jedoch aufgrund
der hohen Bindungsaffinitdt an die BR2.1 mRNA und dem hohen Anteil freier Bindungsstellen
an unmarkierten BR2.1 mRNPs kaum eine Rolle spielten und nur im besonders sensitiven FCS
in Erscheinung traten. Durch die Kombination von FCS und Einzelpartikeltracking konnte al-
so auch der Ursprung der schnellsten in [Siebrasse et al., 2008] gefunden Mobilitidtskomponente
aufgeklart werden.

Die beiden im Einzelpartikeltracking ermittelten Hauptmobilitdtskomponenten wurden mit Hil-
fe von FCS bestitigt (siehe Tabelle 3.4 auf Seite 71), womit erstmals gezeigt werden konnte,
dass Einzelpartikeltracking und FCS prinzipiell vergleichbare Ergebnisse zur nukleiren mRNP-
Diffusion liefern - zumindest, wenn das in Sdugerzellen strukturbestimmende Chromatin als Mo-
bilitdtseinfluss keine Rolle spielt. Dass die beiden Hauptmobilitdtskomponenten nicht in jeder
FCS-Messung nebeneinander gefunden wurden, sondern teilweise nur je eine von beiden, war ein
erster Hinweise auf eine lokale strukturelle Inhomogenitét des chromatinfreien Nukleoplasmas.
Hier wirkte sich der im Vergleich zum Einzelpartikeltracking kleinere Aufnahmebereich des FCS
aus und deutete an, dass der durch die in Kapitel 3.3 vorgestellten FRAP-Messungen entstandene
Eindruck, das Nukleoplasma sei eine relativ homogene Proteinlosung, eine zu grofie Vereinfachung
darstellt.

Wihrend damit sowohl der Ursprung der schnellsten, wie auch der langsamsten in [Siebrasse
et al., 2008] gefundenen Mobilitédtskomponente geklirt werden konnte, blieb der Ursprung der
beiden - nun auch mit FCS bestitigten - Hauptmobilititskomponenten mit 0.3 bzw. 0.73 um?3/s

vorerst unklar.

4.2 Hinweise auf nukleoplasmatische Nichtchromatinstrukturen

Die FRAP-Messungen mit 500 und 150 kDa-Dextran bestéitigten die nukleoplasmatischen Visko-
sitdtswerte, die bereits in [Veith, 2007] mit Polystyrolbeads bzw. Quantumdots ermittelt worden
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waren (siehe Kapitel 3.3). So liegt im chromatinfreien Nukleoplasma eine Viskositidt von 3-4 cP
vor, die fiir Partikel mit einem Durchmesser zwischen 16 und 57 nm kaum gréflenabhéngig ist
(fiir deutlich kleinere Oligonukleotide allerdings schon, siehe Kapitel 3.4.4). Das hier analysierte
500 kDa Dextran wies einen mittleren Durchmesser von 57 nm auf, der ungefihr dem eines BR2.1
mRNPs mit 50 nm entspricht. Trotzdem wurde fiir das 500 kDa-Dextran mit FRAP ein deutlich
hoherer (mittlerer) Diffusionskoeffizient von 2.4 ym? /s ermittelt als fiir die BR2.1 mRNPs (0.73
bzw. 0.3 um?/s). Dieser Vergleich verdeutlicht, dass die nukleoplasmatische Mobilitit der BR2.1
mRNPs eindeutig retardiert ist.

Mit der in Kapitel 3.4.3 vorgestellten Analyse der diskontinuierlichen Mobilitdt der BR2.1 mRN-
Ps konnte auerdem gezeigt werden, dass beide Diffusionskoeffizienten 0.73 bzw. 0.3 um?/s ne-
beneinander in einzelnen BR2.1 mRNP-Trajektorien zu finden sind. Bei der Aufnahmerate von
100 Hz konnten allerdings keine klar voneinander abzugrenzenden Trajektorienabschnitte mit je-
weils nur einem der beiden Diffusionskoeffizienten gefunden werden. Jedoch war ein schneller,
bei 100Hz nicht auflosbarer Wechsel der nukledren BR2.1 mRNP-Mobilitdt denkbar. Zudem
deutete ein nicht-linearer MSD-Verlauf der BR2.1 mRNPs in chromatinfreien Bereichen stark
auf Bindungen bzw. Hindernisse hin, obwohl direkt keine nukleoplasmatischen Immobilisierun-
gen visualisiert werden konnten. Diese Ergebnisse lassen sich durch komplexe Vorginge erkldren,
die der nukleoplasmatischen BR2.1 mRNP-Mobilitdt zugrundeliegen. Es war denkbar, dass diese
Komplexitét eine strukturelle Ursache im Nukleoplasma hat. Bereits durch die Ergebnisse der
FCS-Messungen, bei welchen lokale Unterschiede in den Diffusionskoeffizienten gefunden wurden,
lagen erste Hinweise darauf vor, dass das chromatinfreie Nukleoplasma im Speicheldriisenzellkern
keine homogene Suspension ist, so dass die Frage nach seiner eigentlichen strukturellen Beschaf-
fenheit erneut in den Vordergrund riickte.

Anzunehmen war, dass verschiedene regulatorische Faktoren die Mobilitit der BR2.1 mRNPs
beeinflussen kénnen. Damit eignete sich die Analyse der komplexen BR2.1 mRNP-Trajektorien
allein kaum, um fokussiert die strukturelle Beschaffenheit des Nukleoplasmas im Speicheldriisen-
zellkern zu untersuchen. Um den Einfluss unbekannter endogener (Regulations-)Faktoren auszu-
schliefen, musste eine Sonde gefunden werden, die einerseits als regulatorisch inert angenommen
werden konnte, trotzdem jedoch in GréBe und Form dem BR2.1 mRNP &hnelt, um so die passiven
Mobilitétseigenschaften des chromatinfreien Nukleoplasmas abzubilden.

Dextran wurde bereits in verschiedensten Publikationen als inerte Sonde eingesetzt, um die Struk-
tur sowohl von Zellkern als auch Cytoplasma zu untersuchen (z.B. [Handwerger et al., 2005]). Wie
in Kapitel 3.3 beschrieben, wurde 500 kDa Dextran bereits in Kombination mit FRAP verwen-
det, um die Viskositédt des Speicheldriisenzellkerns zu untersuchen. FRAP ist jedoch aufgrund
des groflen Bleichfeldes von mehreren Mikrometern keine geeignete Technik, um lokale Struk-
turunterschiede im Nukleoplasma herauszuarbeiten. Dies zeigte sich schon daran, dass die in
[Braeckmans et al., 2003] fiir reine Diffusion aufgestellten Gleichungen die Fluoreszenzriickkehr
von Dextran im Speicheldriisenzellkern erstaunlich gut beschrieben und damit fiir die sich im
FCS andeutenden lokalen ,, Viskositédtsunterschiede“ des chromatinfreien Nukleoplasmas unsensi-
tiv waren.

Insofern lag es nahe als inerte Sonde zwar erneut auf 500kDa Dextran zuriickzugreifen, sich
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jedoch methodisch dem Einzelpartikeltracking zuzuwenden, da die Aufnahme von Einzelparti-
keltrajektorien raumlich hochaufgeloste Aussagen zu lokalen Strukturunterschieden ermdoglicht.
Durch die Markierung einzelner Dextranmolekiile mit mehreren Farbstoffmolekiilen konnte die
Aufnahmerate bei gleich bleibender Signalqualitét bis auf 200 Hz erh6ht werden.

Die am besten verstandene Analysemethode zur Untersuchung der strukturellen Zusammenset-
zung eines Mediums ist die MSD-Analyse [Saxton, 2007, Saxton, 2008]. Der Vorteil der MSD-
Analyse ist in diesem Zusammenhang, dass in einem einzigen Graph Aussagen sowohl iiber die
Mobilitétssituation auf kleinen Zeit- und Raumskalen (iiber die ersten Datenpunkte im MSD),
als auch iiber die Situation auf grofieren raumlichen Skalen (iiber die MSD-Punkte bei spiteren
Zeiten) getroffen werden konnen. Daher lag es nahe sich bei der Analyse der im Einzelpartikel-
tracking erhaltenen Trajektorien in diesem speziellen Fall auf die MSD-Analyse zu konzentrieren.
Da sich Unterschiede in der strukturellen Beschaffenheit des Mediums auf verschiedenen zeitli-
chen und rdumlichen Skalen unterschiedlich auf die Mobilitéit diffundierender Partikel auswirken
(siehe unten), konnte die Sprungweitenanalyse hier nicht weiterhelfen.

Um die Eigenschaften der Sonde in definierten Umgebungen zu charakterisieren, wurde das
500kDa Dextran sowohl in Pufferlosung wie auch in Zellkernen von S&ugerzellen untersucht
(sieche Kapitel 3.5): In Sdugerzellen fiillen Eu- und Heterochromatin den gesamten Zellkern aus
und wirken daher passiv retardierend auf die Mobilitdt von inerten Makromolekiilen wie Dextran,
wiahrend diese im Puffer frei diffundieren. Entsprechend wurde fiir die Mobilitdt des Dextrans in
Pufferlésung wie erwartet ein linearer MSD-Verlauf mit der Zeit ermittelt, der die freie Diffusion
des 500 kDa-Dextrans bestétigt. Uber den ermittelten Diffusionskoeffizienten von 5.3 um? /s konn-
te der Durchmesser des Atto647-markierten Dextrans iiber Gleichung 2.9 mit 80 nm errechnet
werden und lag damit ca. 20nm {iber dem mit FRAP fiir das 500 kDa FITC-Dextran ermittel-
ten. Da Dextran laut Herstellerinformationen generell eine sehr breite Groflenverteilung zeigt, ist
nicht auszuschlieflen, dass durch die der Markierung folgende Aufreinigungprozedur im Vergleich
zu dem bei den FRAP-Messungen verwendeten Dextran hier Dextranmolekiile mit einem (im
Mittel) etwas groBeren Durchmesser selektiert worden waren, was diese Diskrepanz erklért.

Im S#ugerzellkernen wurde erwartet, dass das entfaltete Chromatin ein passives strukturelles
Hindernis darstellt, wodurch das 80 nm-Dextran in der Mobilitdt eingeschréinkt werden sollte.
Dies zeigte sich deutlich in einem nicht-linearen Verlauf des MSDs und in einem im Vergleich
zur Pufferlésung verminderten initialen Diffusionskoeffizient von etwa 1 um?/s. Durch die hohe
Zeitauflosung von 200 Hz bilden die ersten Punkte im MSD die Dextranmobilitdt im Bereich
von < 300nm ab (1/0.1um2, siche Abbildung 3.12, Quadrate) und damit lokal hauptséchlich
im Bereich der Interchromatinkanile. Der Einfluss des entfalteten Chromatins auf die verschie-
denen Zeitpunkte im MSD héngt bildlich gesprochen von der Dichte der Netzwerkmaschen
und von der Aufnahmerate ab. Bei einer ausreichend hohen Aufnahmerate werden die ersten
Punkte des MSDs hauptséchlich von der Diffusion innerhalb der Netzwerkmaschen beeinflusst,
die hier den Interchromatinkanélen entsprechen (lokaler Diffusionskoeffizient, siehe dazu auch
[Wachsmuth et al., 2008]). Erst die folgenden MSD-Punkte werden nach und nach, abhéngig von
der Dichte des Netzwerks, durch die Diffusion zwischen den Netzwerkmaschen beeinflusst. Die

Maschendichte wirkt sich auf den globalen Diffusionskoeffizienten aus.
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Damit betréigt die iiber den initialen Diffusionskoeffizient im MSD abgeschétzte lokale Viskositét
des Nukleoplasmas im Bereich der Interchromatinkanéle eines Sdugerzellkerns ca. 5 cP und liegt
so nur um 2cP hoher als der mit FRAP ermittelte Wert fiir den Speicheldriisenzellkern. Mit
zunehmender Entfernung tritt dann der strukturelle Einfluss der Chromatins im S&ugerzellkern
immer deutlicher in Erscheinung und wirkt weiter retardierend auf die Mobilitdt. Diese retar-
dierende Wirkung ist umso stérker, je weiter sich die untersuchten Partikel im Mittel von ihrer
Ausgangsposition entfernen.

Besonders interessant war es nun zu vergleichen, wie sich das Dextran im ausgedehnten, chroma-
tinfreien Nukleoplasma des Speicheldriisenzellkerns verhielt. Wie in Abbildung 3.12 zu erkennen,
zeigte sich, dass mit dem Dextran auch im Nukleoplasma der Speicheldriisenzellkerne ein nicht
linearer MSD-Verlauf gefunden wurde, obwohl ein solcher nur bei Vorhandensein von ausgedehn-
ten Strukturen wie dem Chromatin der Sdugerzellkerne erwartet wurde.

Damit konnte erstmals gezeigt werden, dass auch im chromatinfreien Nukleoplasma der Spei-
cheldriisenzellkerne von C. tentans ausgedehnte Strukturen angenommen werden miissen, die je-
doch hier eben nicht aus Chromatin bestehen. Als ausgedehnt konnten sie deshalb angenommen
werden, da in die Analyse Trajektorien aus allen Nukleoplasmabereichen eingingen. Diese ausge-
dehnten Nichtchromatinstrukturen beeinflussen die Mobilitdt nicht-endogener, inerter Makromo-
lekiile wie Dextran demnach passiv und sorgen aufgrund ihrer Ausdehnung fiir eine mit der Ent-
fernung zunehmende Retardierung der Mobilitat, &hnlich jener, die in chromatingefiillten Siduger-
zellkernen gefunden wurde. Der initiale Diffusionskoeffizient war mit 2.2 um?/s im Vergleich zur
Diffusion in Puffer ebenfalls reduziert, bestéitigte aber den mit FRAP im Speicheldriisenzellkern
ermittelten Diffusionskoeffizient fiir ein (vom Durchmesser her etwas kleineres) 500 kDa FITC-
Dextran. Dass der initiale Diffusionskoeffizient des Dextrans, wie oben beschrieben, insbesondere
durch lokale strukturelle Eigenschaften beeinflusst wird, im Speicheldriisenzellkern jedoch grofier
als im Séugerzellkern ist, bedeutet, dass die ausgedehnten Strukturen im Speicheldriisenzellkern
weniger dicht und raumfiillend sind, als das entfaltete Chromatin im Sadugerzellkern. Zu einer
relativ geringen Dichte der Nichtchromatinstrukturen passt auch, dass der mit FRAP ermittelte
Diffusionskoeffizient hier dem lokalen MSD-Diffusionskoeffizient entspricht, obwohl FRAP we-
gen des Bleichflecks von mehreren Mikrometern Durchmesser in Sdugerzellkernen hauptséchlich

Informationen iiber die globale Diffusion liefert.

4.3 Die BR2.1 mRNP-Mobilitidt im strukturierten Nukleoplas-

ma

Im Lichte dieser Ergebnisse kann nun auch der zunéchst unerwartete nicht-lineare MSD-Verlauf
der BR2.1 mRNPs im Nukleoplasma verstanden werden. Es ist zu erwarten, dass die das 500 kDa
Dextran retardierenden Strukturen mindestens ebenso retardierend auf die in etwa gleich grofien
BR2.1 mRNPs wirken. Diese rein passive Retardierung sollte jedoch ebenfalls zu einem initialen
Diffusionskoeffizienten von 2 um?/s fiir die BR2.1 mRNPs fiihren, da diese etwa den gleichen
Durchmesser aufweisen wie das 500 kDa Dextran. Dies war jedoch nicht der Fall: Die BR2.1
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mRNPs zeigten zwar ebenfalls einen nicht-linearen MSD-Verlauf, besaflien jedoch trotz #dhnli-
chem Durchmesser einen initialen Diffusionskoeffizienten von nur 0.7 um?/s. Es muss daher eine
iiber den passiven , Hinderniseffekt* hinausgehende, nur auf endogene mRNPs wirkende und da-
mit spezifische Retardierung angenommen werden. Dieser sogenannte spezifische Anteil an der
Retardierung konnte mit der inerten Sonde nicht nachgewiesen werden. Damit gelang es erstmals,
Hinweise auf spezifische nukleoplasmatische Bindungen endogener mRNPs zu finden.

Wie in der Einleitung erldutert, konnten [Miralles et al., 2000] bereits nukleoplasmatische Struk-
turen - die FGCs - beschreiben, deren Existenz jedoch technisch bedingt durch Elektronentomo-
graphie nur lokal, im Bereich weniger hundert Nanometer, nachgewiesen werden konnte. Nimmt
man diese FGCs als ausgedehnt an, weisen sie genau die Eigenschaften der nun gefundenen nu-
kleoplasmatischen Strukturen auf. So konnten Miralles et al. zeigen, dass die FGCs netzartige
Strukturen bilden, die iiberall im Nukleoplasma gefunden werden, und an welche die BR2.1 mRN-
Ps binden. Somit lag die Spekulation nahe, dass die von Miralles et al. gefundenen FGCs den im
Rahmen dieser Arbeit gefundenen Strukturen entsprechen, auch wenn zu diesem Zeitpunkt noch
kein experimenteller Hinweis auf einen strukturellen Zusammenhang vorlag.

Damit konnten der Ursprung der strukturellen Inhomogenitéit des Nukleoplasmas im Speichel-
driisenzellkern ebenso wie der nicht-lineare MSD-Verlauf der BR2.1 mRNPs erklart werden.
Fraglich war jedoch nach wie vor, wie diese ausgedehnten nukleoplasmatischen Nichtchromat-
instrukturen zu den beiden Mobilitéitskomponenten der BR2.1 mRNPs mit 0.73 und 0.3 um?/s
fithren. Uber den nicht-linearen MSD-Verlauf lagen Hinweise auf spezifische Bindungen der BR2.1
mRNPs an die nukleoplasmatischen Strukturen vor, jedoch zeigten die mit 100 Hz aufgenomme-
nen Trajektorien keine direkten Hinweise auf lingere nukleoplasmatische Immobilisierungen. Da
gezeigt werden konnte, dass beide Mobilitdtskomponenten schnell wechselnd in einzelnen Tra-
jektorien vorkamen (s. Kap. 3.4.3) und Hinweise auf Bindungen vorlagen, die jedoch bei 100 Hz
nicht visualisiert werden konnten, bestand die Moglichkeit, dass diese Bindungen unterhalb der
Zeitauflosung stattfanden. Die Zeitauflosung konnte jedoch nicht ohne deutliche Einbuflen in der
Signalqualitdt iiber 100 Hz erhoht werden, so dass weder ein schneller Wechsel der Diffusionsko-
effizienten noch mogliche kurzzeitige Immobilisierungen durch eine Steigerung der Aufnahmerate
abgebildet werden konnten.

Um zu testen, ob z.B. sehr kurzzeitige Bindungen zu der beobachteten Dynamik fithren kénnen,
wurde untersucht, wie sich ein frequenter Wechsel zwischen Binden und Lésen deutlich unterhalb
der Zeitauflosung von 100 Hz auf das Erscheinungsbild von mit 100 Hz abgebildeten Trajektorien
auswirkt. Dies war ein Szenario, das zumindest den nicht linearen MSD-Verlauf hétte erkldren
konnen. Wie in Kapitel 3.5.2 beschrieben, konnte dieses Ziel am einfachsten in silico realisiert wer-
den. Es wurde eine Simulation entworfen, in welche alle bisher bekannten Ergebnisse zur BR2.1
mRNP-Diffusion in ein einfaches Modell einflossen. Es wurde angenommen, dass die 50 nm grofien
BR2.1 mRNPs im Nukleoplasma, zumindest fiir sehr kurze Strecken, prinzipiell frei diffundieren
kénnen, wobei der dafiir angenommene Diffusionskoeffizient von 3 ym? /s sich aus der Partikel-
grofie und der mit inertem Dextran ermittelten lokalen (passiven) Viskositdt des Nukleoplasmas
von 3cP ergibt. Sobald die mRNPs spezifisch an die als ubiquitdr angenommenen nukledren

Strukturen binden, werden sie, so die Modellvorstellung, immobilisiert. Um diese Bindung zu
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beschreiben wurde eine Reaktion erster Ordnung angenommen. Die Geschwindigkeitskonstanten
fiir Hinreaktion k(on) und Riickreaktion k(of f) konnten frei gewéhlt werden (s. Kap. 2.2.9.3).
Um der in einer dynamischen Umgebung wie dem Zellkern niemals absoluten Immobilisierung
gerecht zu werden, wurde der Diffusionskoeffizient fiir die gebundenen mRNPs auf 0.001 um?/s
festgesetzt, was jedoch bei kurzen Bindungszeiten im Millisekundenbereich einer Immobilisierung
gleichkommt. Die entscheidende Annahme in der Simulation bestand jedoch darin, dass die si-
mulierte Bindungskinetik auf einer Zeitskala von 100 us, also um den Faktor 100 unterhalb der
Messzeitauflosung von 100 Hz ablief. Wie in den Kapiteln 2.2.9.3 und 3.5.2 beschrieben, wurden
so Trajektorien simuliert, die hochfrequente Bindungs- und Freisetzungsereignisse auf einer Zeits-
kala von 100 us zeigten. Dazu wurden jeweils 100 Trajektorienschritte auf der Zeitskala von 100 ps
zusammengefasst, um Trajektorien mit einer Zeitauflésung von 100 Hz zu generieren. k(on) und
k(of f) wurden so grofl gewihlt, dass es zu keinem bei 100 Hz sichtbaren Wechsel zwischen den
beiden Mobilitdtskomponenten kam (siehe Kapitel 2.2.9.5).

Erste Testsimulationen mit Werten in der GréBenordnung von 1000 s~ fiir k(on) und k(of f) zeig-
ten, dass dieses einfache Modell einer Bindungskinetik erster Ordnung unterhalb der Zeitauflosung
bereits in der Lage war, sdmtliche experimentellen Befunde in silico zu reproduzieren: So fiihrte
die in diesem einfachen Modell angenommene hochfrequente Bindung unterhalb der Zeitauflésung
bei 100 Hz tatséchlich sowohl zu scheinbar zwei mobilen Diffusionskoeffizienten als auch zu einem
nicht-linearen MSD-Verlauf (siche Kapitel 3.5.2). Damit deutete sich an, dass die beiden mRNP-
Mobilitdtskomponenten die Manifestation einer anomalen Diffusion im Sprungweitenhistogramm
darstellen.

Wie in Kapitel 3.5.2 beschrieben, konnten Wertepaare fiir k(on) und k(of f) gefunden werden,
fir die simuliertes und experimentelles Sprungweitenhistogramm nahezu identisch waren und
auch die MSD-Analysen zu vergleichbaren Ergebnissen kamen (k(on) = 4100 s~! und k(of f) =
950 s~1).

Nun konnte zum ersten Mal ein umfangreiches, alle experimentellen Befunde vereinendes Mo-
dell der BR2.1 mRNP-Mobilitét im chromatinfreien Nukleoplasma der Speicheldriisenzellkerne

aufgestellt werden:

e BR2.1 mRNPs diffundieren lokal - im Bereich weniger Nanometer - frei, mit einem Dif-
fusionskoeffizient, der nach Gleichung 2.9 ihrer Gréfle entspricht und der sich aus einer

Grundviskositidt des Nukleoplasmas von ca. 3 cP ergibt.

e In diesem chromatinfreien Nukleoplasma existieren ubiquitédre Nichtchromatinstrukturen,
die vermutlich den von Miralles et al. gefundenen FGCs entsprechen und die auf inerte
Makromolekiile als passiv retardierende Hindernisse wirken. Fiir endogene mRNPs jedoch

stellen sie zusdtzlich spezifische Bindungsstellen dar.

e Die BR2.1 mRNPs zeigen haufige und spezifische Bindungen an diese Strukturen, die {iber
eine rein passive Retardierung hinausgehen und eine Bindungsfrequenz von 100 Hz auf-

weisen.

e Diese Bindungen fithren auf einer Zeitskala von 100 Hz zu zwei mobilen Diffusionskompo-
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nenten in der Sprungweitenanalyse (0.73 und 0.3 um?/s), sowie zu einem initialen Diffusi-

onskoeffizient von 0.7 um?/s in der MSD-Analyse.

e Der (iiber Gleichung 2.9) abgeschiitzte Diffusionskoeffizient der freien BR2.1 mRNPs kann
bei einer Aufnahmerate von 100 Hz bereits nicht mehr abgebildet werden, was andeutet,
dass die BR2.1 mRNPs frither und stérker retardiert werden als vergleichbar grofles inertes
Dextran. Dies ist vermutlich deshalb der Fall, weil fiir BR2.1 mRNPs spezifische Bindungs-

stellen eine hohere Dichte aufweisen als ,,unspezifische Hindernisse*“.

e Auf lingeren Zeit- und Raumskalen tritt der retardierende Effekt der spezifischen und un-
spezifischen Bindungen immer stérker in Erscheinung und fithrt so zu einem nicht-linearen

MSD-Verlauf.

Der MSD-Verlauf fiir die BR2.1 mRNPs hiitte ohne vorherige Charakterisierung der passiven
Nukleoplasmaeigenschaften mit Hilfe von Dextran kaum verstanden werden kénnen und zeigt,
dass die Kombination von in vivo-Experimenten und in silico-Simulationen das Verstindnis kom-
plexer Mobilitétsfragen ermoglicht.

Einen wichtigen Hinweis fiir die Plausibilitdt des oben skizzierten Modells lieferte eine Studie,
in welcher untersucht wurde, wie sich eine freie, von Bindungen unterbrochene Diffusion im
FCS darstellt [Michelman-Ribeiro et al., 2009]. Die Autoren konnten zeigen, dass sich ,freie Dif-
fusion + Bindung“ auch mit FCS (abhéngig von der Groflenordnung von k(on) und k(off))
als eine Zweikomponentendiffusion darstellen kann. Dr. Davide Mazza, einer der Autoren der
Studie, bestiitigte nach freundlicher Uberpriifung meiner Daten, dass sich die FCS-Kurven der
BR2.1 mRNP-Diffusion in der Tat auch mit ihrem Modell als von hochfrequenten Bindungen
unterbrochene freie Diffusion beschreiben lassen. Damit fiigen sich die im Rahmen dieser Arbeit
ermittelten FCS-Daten zur BR2.1 mRNP-Diffusion ebenfalls sehr gut in das oben beschriebene
Modell ein. Dies zeigt, dass Einzelpartikeltracking und FCS prinzipiell zu vergleichbaren Ergeb-
nissen kommen und sich hervorragend ergénzen.

Diese Ergebnisse werteten die Sprungweitenanalyse zusétzlich zu der qualitativen Interpretation
auf, da sich die beiden Mobilitidtskomponenten nun auch in Form von quantitativen Aussagen zu
der der BR2.1 mRNP-Mobilitdt zugrundeliegenden Bindungskinetik interpretieren lieen. Wie
in Kapitel 2.2.9.5 beschrieben, wurden Sprungweitenhistogramme fiir verschiedenste Wertepaare
von k(on) und k(of f) simuliert und mit dem experimentellen JD1-Sprungweitenhistrogramm
verglichen. Der die Abweichungen zwischen simuliertem und experimentellen Histogrammen be-
schreibende Abweichungskoeffizient § wurde allerdings nur fiir Quotienten aus k(on) und k(of f)
minimal. Dies reichte aber aus, um Informationen zu der der BR2.1 mRNP-Mobilitdt zugrun-
deliegenden Bindungskinetik zu gewinnen, da das konstante Verhiltnis von k(on) und k(of f)
der Gleichgewichtskonstante K der angenommenen Bindungsreaktion erster Ordnung entspricht.
Fiir die oben beschriebene BR2.1 mRNP-Diffusion in in PBS inkubierten Speicheldriisenzellen
wurde ein mittleres K von 5 ermittelt. Dieses impliziert einen hohen Anteil an gebundenen BR2.1

mRNPs pro Zeiteinheit, bestétigt also die qualitative Interpretation des MSD-Verlaufs.
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4.4 Die Effektoren der BR2.1 mRNP-Mobilitat

Durch die Untersuchung putativer Effektoren der BR2.1 mRNP-Mobilitéit sollten Hinweise auf
die molekulare Natur der ausgedehnten nukleoplasmatischen Nichtchromatinstrukturen gefunden
werden, um das oben skizzierte Mobilitdtsmodell zu vervollstdndigen. Bislang konnte nur spe-
kuliert werden, dass die ausgedehnten nukleoplasmatischen Nichtchromatinstrukturen den von
Miralles et al. gefundenen FGCs entsprechen. Ein experimenteller Hinweis darauf fehlte aller-
dings.

Waihrend die Speicheldriisen nach der Préparation und bei der Messung bis dato immer in PBS
inkubiert worden waren, gelang es nun, durch weitere methodische Verbesserungen, die Driisen
auch unter dem Mikroskop in Himolymphe zu inkubieren (siehe Kapitel 3.6.1). Unter Himolym-
pheinkubation wurden sowohl in der Sprungweitenanalyse weiterhin 2 Mobilitétskomponenten als
auch in der MSD-Analyse nach wie vor ein nicht linearer Verlauf gefunden. Quantitativ &nder-
ten sich die ermittelten Diffusionskoeffizienten der beiden Hauptmobilitdtskomponenten jedoch
deutlich, zu 1.4 und 0.5 um? /s (siehe Tabelle 3.6 auf Seite 94). Wie die oben bereits beschriebe-
ne Bindungsanalyse des Sprungweitenhistogramms zeigen konnte, korrespondierten diese hoheren
Diffusionskoeffizienten hier mit einem K der angenommenen, mobilitdtsbestimmenden Bindungs-
reaktion von 1.7, was einen deutlich geringeren Anteil gebundener BR2.1 mRNPs pro Zeiteinheit
als bei PBS-Inkubation implizierte. Hier zeigte sich erstmals der interpretative Wert des neu-
en Modells, konnten die beiden neuen Diffusionskoeffizienten doch nun sofort als Folge einer
verdnderten Bindungskinetik verstanden werden. Hamolymphe enthélt eine Vielzahl unbekann-
ter Regulationsfaktoren, Zucker und Proteine, die PBS nicht aufweist. So zeigte sich, dass die
Mobilitét der BR2.1 mRNPs deutlich von externen, nicht im Driisengewebe vorhandenen Fakto-
ren beeinflusst werden kann; es muss also Reaktionskaskaden geben, die von der Driisenoberfliche
bis in den Zellkern wirken. Dies war ein weiterer Hinweis auf spezifische - weil regulierbare - und
damit aktive nukleoplasmatische Bindungen der BR2.1 mRNPs.

Diese Ergebnisse legten nahe alle weiteren Untersuchungen ebenfalls unter Himolympheinkuba-
tion vorzunehmen, da es nun quantitative Hinweise dafiir gab, dass unter PBS-Inkubation keine
optimalen Inkubationsbedingungen herrschten.

Wie Abbildung 3.19 und Tabelle 3.6 auf Seite 94 zeigen, dnderte sich die Mobilitdt unter dem
Einfluss der Transkriptionsinhibition durch Actinomycin D im Rahmen der Fehlergenauigkeit
nicht. Uberhaupt konnte die Hiamolympheinkubation als einziger Effektor auf das Sprungweiten-
histogramm identifiziert werden. Somit konnte die in Kapitel 1.2 geduflerte Vermutung, dass die
Bindungen eine Retardierung der nukledren mRNPs insbesondere aufgrund von Transkriptions-
inhibition darstellen, nicht bestétigt werden.

Interessanter war jedoch die Frage, wie sich die Doménen des hrp65-1-Proteins, iiber welches in
[Miralles et al., 2000] in vitro eine direkte Verbindung der BR mRNP-Mobilitét zu den FGCs
hergestellt werden konnte, in vivo auf die BR2.1 mRNP-Mobilitédt auswirken. Die CTS-Doméne
des hrp65-1-Proteins, durch welche sich hrp65-1 von seinen Isoformen unterscheidet, zeigte, wie
Actinomycin D, ebenfalls keinen Effekt auf die BR2.1 mRNP-Mobilitét. Wie in der Einleitung
beschrieben, wurde explizit nur hrp65-1 in den CFs gefunden, welche die BR mRNPs mit den
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FGCs verbinden (siche Abbildung 1.4 auf Seite 21). Dies muss als unmittelbarer Effekt der CTS-
Doméne angesehen werden, da sie, wie beschrieben, der einzige Unterschied zwischen hrp65-1
und hrp65-2 bzw. -3 ist, die beide von Miralles et al. nie mit FGCs oder CFs in Verbindung
gebracht werden konnten. Damit zeigte die Koinjektion ausgerechnet der Doméne, welche die
exklusive Lokalisation von hrp65-1 an den FGCs bewirkt, keinen Effekt auf die BR2.1 mRNP-
Mobilitédt, womit eine Effektorrolle der CTS-Doméne allein ausgeschlossen werden konnte. Da
aber nicht ausgeschlossen werden konnte, dass die CTS-Doméne allein, d.h. ohne den Rest des
hrp65-Proteins, nicht in der Lage ist eine Wirkung zu entfalten, wurde zusétzlich der Einfluss der
(in allen Isoformen gleichen) hrp65-PBD-Doméne auf die BR2.1 mRNP-Mobilitét untersucht,
welche fiir Protein-Protein-Wechselwirkungen verantwortlich ist und damit moglicherweise die
Struktur der fadenartigen CFs bestimmt. Tatséchlich konnte unter Einfluss von hrp65-PBD eine
Anderung der BR2.1 mRNP-Mobilitiit festgestellt werden. Obwohl das Sprungweitenhistogramm
praktisch unverédndert blieb, war der MSD-Verlauf zu allen untersuchten Zeitpunkten linear, ein
Ergebnis das zuvor noch unter keinen Bedingungen gefunden worden war. Da der nicht-lineare
MSD-Verlauf als direkte Folge der spezifischen und unspezifischen Bindungen der BR2.1 mRNPs
an die nukledren Nichtchromatinstrukturen verstanden wurde und hrp65-PBD eine unmittelbare
Wirkung auf den Verlauf des MSDs zeigte, konnte auf einen Zusammenhang der hrp65-PBD-
Domaéne mit den nukledren Nichtchromatinstrukturen geschlossen werden. Da, wie oben bereits
erwahnt, zumindest nukledres hrp65-1 in Verbindung mit den von Miralles et al. gefundenen
FGCs vorkommt und hrp65-1 (ebenso wie alle Isoformenen) die PBD-Doméne enthilt, lag damit
erstmals ein klarer Zusammenhang des hrp65-1-CF-FGC-Komplexes mit den ausgedehnten Nicht-
chromatinstrukturen vor. Damit wéren die FGCs in der Tat deutlich ausgedehnter, als Miralles
et al. es durch Elektronentomographie nachweisen konnten.

Dass hrp65-PBD keinen Einfluss auf das Sprungweitenhistogramm hatte, legt einen komplexen,
indirekten Einfluss auf die Mobilitdt nahe, der im angenommenen einfachen Bindungsmodell
nicht beschrieben werden kann. Insbesondere scheint hrp65-1 jedoch kein einfacher Bindungs-
mediator zu sein, mit dem sich die Bindung der BR2.1 mRNPs an die FGCs im Sinne einer
simplen Bindungsreaktion an- oder abschalten lisst. Die genaue Wirkung von hrp65-1 auf die

nukleoplasmatischen Bindungen muss in zukiinftigen Studien untersucht werden.

4.5 Ein zusammenfassendes Mobilitatsmodell

Da nun experimentelle Hinweise auf die strukturelle Organisation der FGCs vorlagen, konnte der
Ursprung aller in [Veith, 2007] bzw. [Siebrasse et al., 2008] gefundenen BR2.1 mRNP-Mobilitéts-
komponenten entweder aufgeklart oder im Rahmen eines plausiblen Modells erkléirt werden. Da-
mit konnte schliefllich ein umfassendes Modell zur nukleoplasmatischen Mobilitdt von Makromo-
lekiilen wie Dextran und mRNPs sowohl in den Speicheldriisenzellkernen von C. tentans als auch
in Sdugerzellkernen entwickelt werden (siehe Abbildung 4.1): Wie in Abbildungen 4.1 A und E
schematisch dargestellt, diffundiert 500 kDa Dextran in Losung frei und zeigt einen linearen MSD-
Verlauf mit einem (nicht retardierten) Diffusionskoeffizient, der zu allen Zeitpunkten proportional

zur Grofle des untersuchten Partikels ist (fiir das Dextran 5 um?/s). In Siugerzellkernen hingegen
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Abbildung 4.1: Modell der nukleoplasmatischen Mobilitit endogener und inerter Makromolekiile. A, E
Inertes Dextran diffundiert frei in Pufferlésung und zeigt zu allen Zeitpunkten einen linearen MSD- Verlauf
mit einem Diffusionskoeffizient, der nach Gl. 2.9 seiner Grifle entspricht. B,F In Sdugerzellkernen wirkt
das entfaltete Chromatin passiv retardierend auf inertes Dextran. Der initiale Diffusionskoeffizient des
nicht linearen MSD-Verlaufs bildet bei ausreichend hoher Aufnahmerate die lokale Viskositdt im Inter-
chromatinkanal ab (,,1%), wihrend der Diffusionskoeffizient bei grofieren Zeitskalen mehr und mehr vom
entfalteten Chromatin beeinflusst wird (,,10%) C,G Das chromatinfreie Nukleoplasma der Speicheldrisen-
zellkerne von C. tentans enthdlt ausgedehnte Nichtchromatinstrukturen (FGCs). Diese wirken passiv re-
tardierend auf inertes Dextran. Auch hier ist der initiale Diffusionskoeffizient des nicht-linearen MSD-
Verlaufs ein Maf$ fir die lokale Viskositit (,1%). D,H Die FGCs wirken auf endogene Makromolekiile
wie die BR2.1 mRNPs durch spezifische Bindungen zusdtzlich, iber das passive Maf hinausgehend, re-
tardierend und stellen ein dichtes Netzwerk von spezifischen Bindungsstellen dar. Daher ist die BR2.1
mRNP-Mobilitat im MSD-Verlauf zu allen Zeitpunkten deutlich reduziert. Im Sprungweitenhistogramm
aufSert sich dieser Wechsel zwischen freier Diffusion und Bindung in Form von 2 Mobilitdtskomponen-
ten, welche ein Maf fiir die Gleichgewichtskonstante der zugrundeliegenden Bindungsreaktion sind. Chr,
entfaltetes Chromatin. Kk, Kernkorper. PT, Polytinchromosom. FGC, Fibro Granular Cluster. ;,., in-
itial. Der graue Stern kennzeichnet spezifische Bindungen. Die Mafstabsbalken ermdglichen einen rela-
tiven Groflenvergleich. Fine detailliertere Beschreibung findet sich im Text. Abbildung verdndert nach
[Veith et al., 2010).

bestimmt das entfaltete Chromatin die Kernstruktur und beeinflusst die Mobilitét endogener wie
auch exogener, inerter Makromolekiile (Abbildung 4.1 B und F). Im Rahmen dieser Arbeit konnte
nachgewiesen werden, dass in Sdugerzellkernen der passive, unspezifische Einfluss des entfalteten
Chromatins das inerte Dextran retardiert. Wahrend bei ausreichend hohen Aufnahmeraten im
MSD ein initialer Diffusionskoeffizient ermittelt werden kann, welcher der Grundviskositit des
proteinreichen Nukleoplasmas im Bereich der Interchromatinkanile entspricht (hier 1 um?/s fiir
das Dextran, sieche Kennzeichnung ,,1“), wirkt sich der passiv retardierende Einfluss des Chro-

matins auf grofleren Entfernungen mehr und mehr aus und verursacht so einen nicht-linearen
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MSD-Verlauf (,,10). Somit bestimmt das verzweigte Netz an Interchromatinkanélen den globa-
len Diffusionskoeffizient (siche Kapitel 1.1 und [Saxton, 2007]). Es ist zu erwarten, dass auch im
Saugerzellkern spezifische Bindungen zusétzliche Retardierungen fiir einen endogenen Partikel
bewirken kénnen, was jedoch im Rahmen dieser Arbeit nicht explizit gezeigt wurde.

Es ist zu erwarten, dass mit FCS, wie bereits in der Einleitung angedeutet, hauptsichlich die
Mobilitat im Bereich der Interchromatinkanéle abgebildet wird, der hier ermittelte Diffusionsko-
effizient also hauptséichlich ein Maf fiir die lokale Grundviskositét ist.

Im chromatinfreien Nukleoplasma des Speicheldriisenzellkerns von C. tentans hingegen ist der
initiale MSD fiir inertes Dextran weniger stark reduziert als im S&ugerzellkern, da zwar dem ent-
falteten Chromatin der Sdugerzellen vergleichbare ausgedehnte nukleoplasmatische Nichtchroma-
tinstrukturen vorliegen, diese jedoch anscheinend ein weniger dichtes Netzwerk bilden (Abbildung
4.1 C und G). Diese Strukturen entsprechen wahrscheinlich den von Miralles et al. gefundenen
FGCs. Sie bewirken zwar als passives Hindernis ebenfalls einen nicht-linearen MSD-Verlauf des
inerten Dextrans, allerdings mit einem im Vergleich zum S&ugerzellkern hoheren initialen Dif-
fusionskoeffizienten von 2 um?/s. Auf endogene Makromolekiile, wie BR2.1 mRNPs, wirken die
FGCs jedoch nicht nur als ein passives Hindernis, sondern stellen zusétzlich ein dichtes Netz-
werk an Bindungsstellen dar, an welches die BR2.1 mRNPs spezifisch und mit hoher Frequenz
binden kénnen. Diese zusétzlichen, spezifischen Bindungen bewirken eine iiber die mit Dextran
detektierten passiven Eigenschaften der FGCs hinausgehende Retardierung der BR2.1 mRNPs
auf allen im MSD untersuchten Zeitskalen. Das duflert sich in einem bereits reduzierten initia-
len Diffusionskoeffizient von 0.7 um?/s und dies sogar obwohl die BR2.1 mRNPs einen kleineren
Durchmesser als das 500 kDa Dextran aufweisen. Dieser reduzierte Diffusionskoeffizient ist ver-
mutlich die unmittelbare Folge einer hohen Dichte an spezifischen Bindungsstellen.

Damit konnte ein alle experimentellen Befunde einschlieendes Modell zur BR2.1 mRNP-Mobilitéit
im Speicheldriisenzellkern aufgestellt werden, welches zusétzlich Einblicke in die Situation im
Saugerzellkern gibt. Die biologische Bedeutung der spezifischen, hiufigen und kurzzeitigen Bin-
dungen der BR2.1 mRNPs an die FGCs konnte im Rahmen dieser Arbeit nicht geklart werden.

4.6 Das Mobilitdtsmodell im Kontext aktueller Publikationen

Wie in Kapitel 1.1 dargelegt, besteht bis heute Uneinigkeit dariiber, ob sich mRNPs im Zellkern
mit Diffusionskoeffizienten bewegen, die ihrem Durchmesser entsprechen, oder ob sie deutlich re-
tardiert sind. Wahrend praktisch alle bisher vorgestellten Untersuchungen zur Diffusion endogener
mRNPs einen hohen, zumindest in der Gréflenordnung dem Durchmesser des mRNPs entspre-
chenden Diffusionskoeffizienten ausweisen (siehe blaue Einféirbungen in der Tabelle 1.1 auf Seite
8), widersprechen die Studien von Shav-Tal. et al. und Vargas et al. dem deutlich. Vergleicht man
die mit endogenen und artifiziellen mRNPs ermittelten Werte, so fallt auf, dass die Unterschiede
scheinbar charakteristisch fiir den untersuchten mRNP-Typ sind. Dies deutet ein grundlegendes
Problem der artifiziellen Konstrukte an, was interessanterweise in der Literatur kaum auf diese
Weise interpretiert wurde. Die beeindruckende molekularbiologische Kontrolle des artifiziellen

MS2-Systems, in welchem alle Prozessierungstationen sichtbar gemacht werden konnten (siehe
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insbesondere [Shav-Tal et al., 2004]), sowie die erstmalige Visualisierung vereinzelter mRNPs,
bewirkten eine bis heute anhaltende Tendenz in der Fachliteratur, den Ergebnissen von Shav-Tal
et al. und Vargas et al. ein grofleres Gewicht beizumessen als den Studien zur Mobilitdt endo-
gener mRNPs. Daran @nderte sich auch durch die Verdffentlichung von [Siebrasse et al., 2008]
bislang nur wenig, obwohl dort die bis dato umfassendste Analyse von Einzelpartikeltrajektorien
endogener mRNPs vorlegt wurde, die erneut klar darlegte, dass sich endogene mRNPs mit Dif-
fusionskoeffizienten bewegen koénnen, die deutlich gréfler sind.

Aufgrund des geringen Diffusionskoeffizienten, den Shav-Tal et al. fiir eine freie mRNP-Diffusion
ermittelten, war anzunehmen, dass das verwendete kiinstliche und voll mit MS2-Proteinen bela-
dene Konstrukt eine Grofle aufwies, die nicht mehr mit der von endogenen mRNPs einer Séuger-
zelle zu vergleichen war. Uber Gleichung 2.9 lisst sich abschétzen, dass ein Diffusionskoeffizi-
ent von 0.04 ym?/s im wissrigen Milieu eines Interchromatinkanals einem mRNP-Radius von
mehreren Mikrometern entspricht. Dies wiirde jedoch so grofien Partikelsignalen entsprechen,
dass sie mit den damals genutzten lichtmikroskopischen Methoden klar hitten aufgelost werden
miissen. Signale dieser Gréfle wurden aber nicht gefunden. Vielmehr wiesen die von Shav-Tal
et al. aufgenommenen Signale Durchmesser von ca. 300nm, im Bereich der Auflésungsgrenze,
auf (abgeschétzt aus Abbildung 1 E in [Shav-Tal et al., 2004]). Deshalb muss davon ausgegangen
werden, dass die kiinstlichen mRNPs, deren Diffusion Shav-Tal et al. abbildeten, deutlich kleiner
waren, als der geringe Diffusionskoeffizient dies nahe legt. Der geringe Diffusionskoeffizient lésst
sich also scheinbar nur durch eine Retardierung der artifiziellen mRNPs erkldren - zumindest bis
man die von [Shav-Tal et al., 2004] verwendete Analysemethode beriicksichtigt. Denn auffillig
ist, das Shav-Tal et al. trotz Einzelpartikeltracking keinerlei Hinweise auf eine schnellere Diffu-
sionskomponente finden konnten, die - wenn schon nicht durch eine schnelle mRNP-Diffusion
- zumindest aufgrund der freien, ungebundenen MS2-Proteine hiitte detektiert werden miissen.
Dies kann als unmittelbare Folge der genutzten Analysemethode interpretiert werden, welche die
Detektion einer schnellen Diffusionskomponente deutlich erschwerte. So griffen die Autoren zum
einen bei der Trajektorienanalyse nur auf eine mittelnde MSD-Analyse zuriick, die generell nicht
zwischen verschiedenen Diffusionskomponenten unterscheiden kann (s. Kap. 2.2.9.2). Als ungleich
problematischer diirfte sich zum anderen jedoch ausgewirkt haben, dass die Partikeltrajektorien
mit einer sehr langen Aufnahmezeit von 300 ms pro Bild abgebildet wurden. Dies liegt bereits
auf der Zeitskala von FRAP-Messungen und bildet damit mafigeblich die Diffusion auf gréferen,
im S#ugerzellkern deutlich vom Chromatin beeinflussten rdumlichen Skalen ab - eine unnotige
Beschrankung der Moglichkeiten des Einzelpartikeltrackings. Als grofiter Einfluss auf die von
Shav-Tal et al. angewandte Analysemethode muss schliefllich jedoch angenommen werden, dass
nur Trajektorien in die Analyse einbezogen wurden, die eine Mindestlinge von 7 Punkten auf-
wiesen, wodurch lediglich Partikel in den Analyseprozess gelangten, die sich mindestens 2.1s im
Fokusbereich befanden. Dies diirfte in Kombination mit der ausschliefSlichen Fokussierung auf die
MSD-Analyse zu einer deutlichen Ubergewichtung der langen Trajektorien von sehr langsamen,
retardierten mRNP-Partikeln gefithrt haben, da schnelle Partikel mit einem hohen Diffusionsko-
effizienten die Fokusebene bereits nach kurzer Zeit wieder verlassen [Siebrasse et al., 2008]. Da

Vargas et al. sich in ihrer Aufnahme- und Analysemethodik deutlich an Shav-Tal et al. anlehnten,
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gelten diese Anmerkungen ebenso fiir [Vargas et al., 2005].

Interessant ist in diesem Zusammenhang, dass auch in [Politz et al., 1998] bereits deutlich re-
tardierte mRNP-Diffusionskoeflizienten fiir endogene Saugerzell-mRNPs ermittelt wurden. Die
umfangreichen Retardierungen der kiinstlichen mRNPs miissen also nicht notwendigerweise arti-
fiziell sein, sondern kénnen eine Folge des dichten Chromatinnetzwerks der Sdugerzellen sein, in
welchem sich endogene wie kiinstliche mRNPs verfangen (siehe Mobilitédtsmodell oben). Als arti-
fiziell hingegen kann die analysebedingte Ubergewichtung langsamer Trajektorien angenommen
werden, durch welche bei [Shav-Tal et al., 2004] und [Vargas et al., 2005] ein verzerrtes Gesamt-
bild einer permanent retardierten Diffusion kiinstlicher mRNPs entsteht.

Wie Tabelle 4.1 zeigt, erschien mit [Mor et al., 2010] erst vor kurzem eine weitere Publikation
aus der Arbeitsgruppe von Y. Shav-Tal, die sich primér auf den Export von artifiziellen mRNPs
fokussierte. Trotzdem nutzten die Autoren die Gelegenheit, noch einmal die Richtigkeit der in
[Shav-Tal et al., 2004] ermittelten Daten zu bestétigten und betonten, dass keine schnellere Dif-
fusion der artifiziellen mRNPs nachgewiesen werden konnte. Mor et al. nutzten neue mRNA-
Konstrukte verschiedener Grofle, die ebenfalls iiber MS2-Proteine markiert wurden, und daher
vergleichbar mit den schon in [Shav-Tal et al., 2004] verwendeten Konstrukten waren. Fiir das
grofte Konstrukt fanden sie einen mittleren Diffusionskoeffizienten von nur 0.005 zm? /s, nie aber
Werte iiber 0.012 um?/s. Ungliicklicherweise verlingerten die Autoren ihre Aufnahmezeit im Ver-
gleich zu [Shav-Tal et al., 2004] auf jetzt 1 s pro Bild und stiitzten sich bei der Trajektorienanalyse
nach wie vor ausschliellich auf die MSD-Analyse von Trajektorien, die mehr als 6 Punkte auf-
wiesen (womit sich die analysierten mRNPs jetzt mindestens 6s im Fokus befanden). Aufgrund
der oben erlduterten Zusammenhénge ist davon auszugehen, dass diese Analysestrategie zu einer
noch stérkeren Gewichtung der retardierten Partikelpopulationen gefiihrt hat. Daher verwundert
es kaum, dass die Autoren nun im Vergleich zu [Shav-Tal et al., 2004] noch kleinere Diffusionsko-

effizienten fiir &hnlich grofie artifizielle mRNPs ermittelten. [Mor et al., 2010] konnten trotzdem

Publikation Technik mRNP-Typen D [um? /s
[Sieb ¢ al., 2008] SPT endogener mRNP o o) 0 6 09 (0.015)
webtasse ek, DNA-Oligon. (BR2.1 mRNP) IR
Dissertation bzw. SPT, FCS endogener mRNP
. , 0.73, 0.3, (0.001)
[Veith et al., 2010] RNA-Oligon. (BR2.1 mRNP)
SPT o
[Mor et al., 2010] artifizieller mRNP 0.005
MS2-System
SPT
[Griinwald and Singer, 2010] artifizieller mRNP <35
MS2-System

Tabelle 4.1: Aktuelle Publikationen zur nukledren mRNP-Diffusion (ab 2008) im Uberblick. Blau, Stu-
dien zur Diffusion endogener mRNPs. Unter Technik sind die Mikroskopiemethode sowie die Methode zur
Markierung der mRNPs aufgefiihrt. Ergebnisse z.T. gerundet. Vernachldssigbare Mobilititskomponenten

sind eingeklammert Details im Text.
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zeigen, dass sich die untersuchten artifiziellen mRNPs primér durch die Interchromatinkanéle be-
wegen, was zumindest die in der Einleitung vorgestellte géngige Ansicht zum mRNP-Transport
qualitativ bestitigt. Sowohl vorhergehende Studien, wie auch die im Rahmen dieser Dissertation
mit Dextran in Sdugerzellen ermittelten Daten deuten eine Viskositéit der Interchromatinkanéle
von etwa 3 cP an. Ein maximaler initialer Diffusionskoeffizient von 0.012 um? /s wiirde bei freier
Diffusion in einem Medium mit einer Viskositét von 3 cP einem mRNP-Durchmesser von 30um
entsprechen. Uber den MSD lisst sich auBerdem abschiitzen, dass bei einem mittleren Diffusions-
koeffizienten von 0.005 um? /s eine Transportdauer des mRNPs von der Transkriptionsstelle bis
zur Kernpore von ca. 30 Minuten resultieren wiirde, wobei die Dauer der Transkription und der
Einfluss von zusétzlichen Retardierungen durch Prozessierungsschritte nicht eingerechnet sind.
Diese Zeit erscheint deutlich zu lang verglichen mit den bekannten schnellen Reaktionen von
Zellen auf duflere Stimuli binnen weniger Minuten. Diese Fragestellungen bleiben jedoch in der
Studie unkommentiert. So wird deutlich, dass eine durch die Analyse bedingte Verzerrung der
Ergebnisse von Mor et al. hin zu einer deutlichen Ubergewichtung stark retardierter mRNPs nicht
ausgeschlossen werden kann, die mRNP-Mobilitétssituation im Saugerzellkern durch die Daten
also moglicherweise nicht vollstédndig wiedergegeben wird.

Aus dem in Abbildung 4.1 vorgestellten Modell kann geschlossen werden, dass sowohl Shav-Tal.
et al. und Vargas et al., insbesondere aber Mor et al., alleine durch ihre langen Aufnahmezeit
mafgeblich die durch das entfaltete Chromatin bedingten Retardierungen analysierten und somit
nur die langsamsten Anteile der globalen mRNP-Diffusion abbilden konnten. Dass die durch die
Analyse- und Messmethode eingefiihrten Einschrinkungen die Detektion einer schnellen Diffusi-
onskomponente gar nicht erst ermoglichten blieb in der Literatur bislang praktisch unbeachtet
[Noble and Wente, 2010].

Die intensive Auseinandersetzung mit den in den verschiedenen Studien genutzten Analyseme-
thoden legt also nahe, dass die Differenzen zwischen den Ergebnissen fiir artifizielle und denen
fiir endogene mRNPs bisher zum Grofiteil methodisch bedingt waren und nicht zwangslaufig auf
eine prinzipielle Unvergleichbarkeit endogener und artifizieller mRNPs hindeuten. Damit blieb die
eigentlich interessante Frage der Vergleichbarkeit der Ergebnisse unter auch methodisch gleich-
artigen Bedingungen bisher unbeantwortet.

Mit [Griinwald and Singer, 2010] erschien Ende 2010 eine Studie, die erneut den Transport eines
artifiziellen mRNPs untersuchte, welcher dem in [Shav-Tal et al., 2004] verwendeten Konstrukt
sehr dhnlich ist. Wie Mor et al. fokussierten sich auch Griinwald & Singer mafigeblich auf den
Export der kiinstlichen mRNA-Konstrukte, untersuchten aber auch ihre Diffusion im Zellkern.
Hierbei reduzierten sie die Aufnahmezeit im Vergleich zu Shav-Tal et al./Vargas et al./Mor et al.
jedoch deutlich auf nur noch 10ms je Bild. Damit bildeten sie die Trajektorien der artifiziellen
mRNPs mit einer ebenso hohen Aufnahmerate ab, wie die BR2.1 mRNPs im Rahmen dieser Dis-
sertation verfolgt wurden (100 Hz). Trotz ihrer Fokussierung auf ausschlieBlich die MSD-Analyse
konnten sie Diffusionskoeffizienten von bis zu 3.5 um? /s fiir die artifiziellen mRNPs nachweisen,
und das fiir eine Sonde, die mit der von [Shav-Tal et al., 2004] vergleichbar ist. Dieser Wert liegt
deutlich iiber den von Shav-Tal et al., Vargas et al. und Mor et al. ermittelten Werten fiir gleiche
bzw. vergleichbare artifizielle mRNPs (siehe Tabellen 1.1 auf Seite 8 und 4.1).
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Dies kann als experimentelle Bestéitigung der oben geduflerten Vermutung aufgefasst werden,
dass die mit endogenen und artifiziellen mRNPs ermittelten Unterschiede beziiglich der Dif-
fusionskoeffizienten in der Tat mafigeblich methodischer Natur waren. Es zeigt sich jetzt, dass
auch artifizielle mRNPs einen nukleéren Diffusionskoeffizienten aufweisen, der ihrem Durchmesser
entspricht, wenn keine methodischen Beschrinkungen die Ergebnisse verzerren. Eine prinzipielle
Widerspriichlichkeit der mit artifiziellen und endogenen mRNPs ermittelten Ergebnisse scheint
also nach aktueller Datenlage nicht mehr vorzuliegen, womit eine wichtige Frage zur nukledren
mRNP-Mobilitdt gekléart ist. Damit deutet sich auch an, dass letztlich alle - sowohl die mit en-
dogenen als auch die mit artifiziellen mRNPs ermittelten - Daten gut in das in Abbildung 4.1

aufgestellte Modell passen, dieses also die angestrebte systemiibergreifende Relevanz besitzt.

4.7 Fazit und Ausblick

Ziel der hier vorliegenden Dissertation war es ein Modell fiir die nukleire Mobilitdt endogener
mRNP-Partikel aufzustellen, um die komplexe Mobilitdt der BR2.1 mRNP-Partikel im chroma-
tinfreien Nukleoplasma der Speicheldriisenzellkerne zu erkldren. Fine tiefgehende Analyse zeitlich
hochaufgeloster mRNP-Trajektorien konnte die komplexe Mobilitdt der BR2.1 mRNPs auf hoch-
frequente spezifische Bindungen an ausgedehnte nukleoplasmatische Nichtchromatinstrukturen
zuriickfithren. Durch die vergleichende Analyse inerter Makromolekiile auch in Sdugerzellkernen
konnte ein Modell der Mobilitit endogener mRNPs aufgestellt werden, welches dazu beitragt die
stark unterschiedlichen, fiir endogene und artifizielle mRNPs ermittelten Diffusionskoeffizienten
im Saugerzellkern zu verstehen.

Damit konnten die in Kapitel 1.3 aufgestellten Fragen prinzipiell beantwortet werden. Diese
Antworten vermitteln jedoch nur einen ersten Eindruck der komplexen Vorgidnge, welche die
nukleoplasmatische mRNP-Mobilitdt beeinflussen. Viele Fragen konnten im beschriankten zeit-
lichen Rahmen dieser Arbeit nicht mehr geklért werden: Was ist die Funktion der FGCs und
welchen biologischen Nutzen haben die postulierten h&ufigen Bindungen der BR2.1 mRNPs?
Welche strukturelle nukleoplasmatische Organisation weisen die FGCs auf? Sind es ubiquitére,
aber unzusammenhéngende nukleoplasmatische ,,Inseln“? Oder durchziehen sie den Zellkern als
ausgedehntes, aber zusammenhingendes Netzwerk? Wie ist die molekulare Zusammensetzung
der FGCs und wie ist hrp65-PBD in die funktionelle Organisation eingebunden? Und schlie3lich:
Gibt es ein strukturelles Korrelat zu den FGCs in Sdugerzellen und wie kann man es nachweisen?
Ein erster Schritt die strukturelle Organisation der FGCs besser zu verstehen, wére beispielswei-
se die Mobilitdt von markiertem hrp65-1 selbst oder seiner Doménen zu untersuchen. Auflerdem
wére es interessant zu iiberpriifen, ob hrp65-1 auch einen Effekt auf die mRNP-Mobilitédt in
Saugerzellen hat, was erste Hinweise auf verwandte Strukturen in Sdugerzellkernen liefern kann.
Es wird jedoch die Aufgabe nachfolgender Arbeiten sein zu zeigen, in wie weit das hier vorgestell-
te mRNP-Mobilitdtsmodell vor dem Hintergrund dieser Fragen in Zukunft noch erweitert werden
muss. Nichtsdestotrotz haben die in den Speicheldriisenzellkernen von Chironomus tentans ge-
wonnenen Erkenntnisse einen Beitrag zum Versténdnis der nukleoplasmatischen mRNP-Diffusion

in allen Organismen geleistet.
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