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Zusammenfassung

Die Proteinbiosynthese wird von Ribosomen - groBen molekularen Maschinen - durchgefiihrt,
die aus zahlreichen verschiedenen Proteinen und einem ribosomalen RNA-RUckgrat bestehen.
Die Biogenese der ribosomalen Untereinheiten von Saugetieren beginnt im Nukleolus mit dem
90S-Vorlauferpartikel, das sukzessive in die pra-40S- und pra-60S-Untereinheiten gespalten
wird. In weiteren Prozessierungsschritten werden die Untereinheiten mit Exportrezeptoren bela-
den, was ihre Durchquerung der Kernporenkomplexe ins Zytoplasma ermdglicht. Hier erfolgt die

Freisetzung der Exportfaktoren und beide Untereinheiten kdnnen zusammen das finale Ribosom

bilden.

Die ribosomale Biogenese ist bisher mit biochemischen, genetischen und elektronenmikroskopi-
schen Methoden sehr detailliert untersucht worden, jedoch stellt die Bestimmung der /n vivo

Kinetik in lebenden Zellen immer noch eine groBe Herausforderung dar.

In dieser Arbeit wurde die Export-Kinetik der groBen ribosomalen Untereinheiten ("pra-60S-
Partikel") durch einzelne Kernporenkomplexe in lebenden menschlichen Zellen bestimmt. Zur
Untersuchung dieses Prozesses /n vivo, wurde eine stabile Zelllinie erstellt, welche HaloTag-
markiertes elF6 und GFP-gebundenes NTF2 ko-exprimiert, zur simultanen Beobachtung der
groBen 60S-Untereinheit (eIF6) und der Kernporen (NTF2) . Durch eine Kombination von hoch-
auflésender konfokaler Mikroskopie mit einer schnellen und sensitiven Einzelmolekulverfolgung
in einem selbstentwickelten Mikroskop-Aufbau konnte die Dynamik einzelner pra-60S-Partikel
wahrend der Interaktion mit und des Exports durch einzelne Kernporen sichtbar gemacht wer-
den. Auf diese Weise ergaben sich bisher noch nie gezeigte Einblicke in die Kinetik und Dynamik

dieses zellularen Schlisselprozesses.

In dieser Studie zeigte sich, dass fir Export-Ereignisse die pra-60S-Partikel vor allem im Zentrum
der Kernpore akkumulieren, wahrend nicht-erfolgreiche Exporte innerhalb des nukledaren Korbs
abbrechen. Der Exportvorgang erfolgt mit nur einem geschwindigkeitsbestimmendem Schritt
und einer Translokationszeit von ~24 Millisekunden. Nur 1/3 der Exportvorgange waren erfolg-
reich. Unter Berlcksichtigung der molekularen Masse der pra-60S-Partikel folgte auBerdem,

dass der Massenfluss durch eine einzelne Kernpore /n vivo bis zu ~125 MDa/s betragen kann.
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1 Einleitung

Die Proteinbiosynthese wird in allen Saugetierzellen durch Ribosomen durchgefiihrt. Diese gro-
Ben molekularen Maschinen bestehen aus zahlreichen verschiedenen Proteinen und einem ribo-
somalen Ribonukleinsaure-(ribonucleic acid, RNA)-Ruckgrat. In eukaryotischen Zellen beginnt
die Synthese der Ribosomen im Zellkern mit der Transkription der ribosomalen RNA und Forma-
tion eines 90S-Vorlauferpartikels, dass sukzessive in eine pra-60S- und eine pra-40S-
Untereinheit gespalten wird. Bei weiteren Prozessierungsschritten werden die Untereinheiten mit
Exportrezeptoren beladen, was ihren Transport durch die Kernporenkomplexe in das Zytoplasma
ermdglicht. Hier werden die Exportfaktoren abgeldst, die Untereinheiten finalisiert und letztend-
lich das Ribosom gebildet. Die Ribosombiogenese ist durch biochemische und genetische An-
satze sehr detailliert untersucht worden, jedoch basierten alle Untersuchungen auf statischen
Methoden. So konnten viele Faktoren identifiziert werden, die in den verschiedenen Schritten
Einfluss auf die Biogenese nehmen. Das genaue Zusammenspiel dieser Faktoren ist dabei oft
aber noch unklar und die Dynamik der einzelnen Schritte ist experimentell immer noch schwer
bestimmbar. Insbesondere der Exportschritt durch die Kernporenkomplexe konnte bisher nur

einmalig experimentell durch Elektronenmikroskopie sichtbar gemacht werden [1].



1.1 Kernporenkomplexe und nukleo-zytoplasmatischer Transport

Eukaryotische Zellen bestehen aus einer Vielzahl von Organellen, die viele unterschiedliche
Funktionen ausfihren. Das groBte Organell ist hierbei der Zellkern, welcher durch eine eigene
Doppelmembran vom Zytoplasma getrennt ist. Der Nukleus speichert die Erbinformation in
Form von Desoxyribonukleinsdure (deoxyribonucleic acid, DNA) und in ihm finden verschiedene
Prozesse zur Verarbeitung der genetischen Information statt, wie z.B. die Transkription, die Pro-
zessierung der durch die Transkription entstandenen mRNA (messenger RNA) und die Synthese

der Ribosomen [2-4].

Fur alle Funktionalitdten werden diverse Proteine benétigt, die im Zytoplasma synthetisiert und
entsprechend in den Zellkern importiert werden. Die mRNA-Partikel und die Vorlaufer der Ribo-
somen werden wiederum in das Zytoplasma exportiert. Fir den Austausch zwischen den beiden
Kompartimenten der Zelle sind die Kernporenkomplexe (nuclear pore complex, NPC) verant-
wortlich [5, 6]. Diese in Eukaryoten hoch konservierten, makromolekularen Protein-Komplexe
zeichnen sich durch ihre immense GroBe von 120 Megadalton (MDa) in menschlichen Zellen aus
und bestehen aus ungefahr 30 verschiedenen Kernporenproteinen, die Nukleoporine (Nups)
genannt werden [5]. In Abbildung 1-1 sind die GroBenverhéltnisse und der grobe Aufbau der
Kernpore dargestellt. Die Nups sind in einer achtfachen Radialsymmetrie angeordnet und kon-

nen entsprechend acht- bis 64-mal pro Kernpore vertreten sein [5].

Strukturell besteht die Kernpore aus verschiedenen Elementen. Im transmembranen Bereich
liegt der innere Ring, welcher mit Phenylalanin-Glycin-Nups (FG-Nups) gefiillt ist. Diese beste-
hen aus multiplen, ungefalteten Phe-Gly-Einheiten und bilden so ein dichtes Netzwerk innerhalb
der Pore [5, 6]. Wahrend kleinere Proteine unter 40 kDa, Ionen, kleine Molekiile und Metaboliten
frei passieren konnen, stellen diese FG-Nups eine Barriere fiir gréBere Makromolekiile dar. Diese
mussen deshalb signalvermittelt durch den NPC transportiert werden [7, 8]. Auf der nukleoplas-
matischen Seite befindet sich noch der nukleoplasmatische Ring und eine korbahnliche Ausstul-
pung, die in das Nukleoplasma reicht. Auf der zytoplasmatischen Seite hingegen befindet sich
bei Saugetieren, neben dem zytoplasmatischen Ring, noch acht Filamente bestehend aus

FG-Nups, welche in das Zytosol reichen [5, 6].
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Abbildung 1-1 - Schematische Darstellung eines typischen Sdugetier-Kernporenkomplexes mit den ent-
sprechenden GréBenverhaltnissen basierend auf [9, 10].

Ein signalvermittelter nukleo-zytoplasmatischer Transport tber die Kernporenkomplexe fir gro-
Bere Substrate findet in beide Richtungen statt, ist aber energieabhdngig und bendtigt verschie-
dene Hilfsfaktoren. AuBerdem missen sie entsprechende Proteine Signalsequenzen aufweisen,
die die Bindung von Transportrezeptoren ermoglichen. Fir den Proteinimport wird beispielswei-
se ein sogenanntes Kernlokalisierungssignal (nuclear localization signal, abgekirzt NLS) bendtigt
[10], [11]. Dieses ermdglicht dann die Bindung von Transportrezeptoren (nuclear transport re-

ceptors, NTRs) der Importin B (Impp) bzw. Importin a (Impa)-Familie [11].

Fir den Export missen die Transportsubstrate eine Kernexportsequenz (nuclear export se-
qguence, NES) aufweisen, welche dann die Bindung eines Exportins, wie zum Beispiel Crm1
(chromosomal region maintenance 1, alternativ Exportin 1, Xpo1), und RanGTP (Ras-related Nu-
clear Protein gebunden an Guanosintriphosphat) ermoglicht [13-15]. Nach dem Export wird der
Komplex durch Hydrolyse des an Ran gebundenen GTPs zu Guanosindiphosphat (GDP) durch
RanGAP getrennt und das exportierte Substrat freigesetzt [16] (Abbildung 1-2-A).

Das RanGDP selbst wird am nuklearen Chromatin durch RCC1, RanGEF (G7P exchange facton
und GTP wieder zu RanGTP recycelt. Dafiir wird es durch den nuklearen Transportfaktor 2 (NTF2)
in den Kern transportiert. Der so entstehende RanGTP-RanGDP-Gradient bewirkt die Direktiona-

litat der Export- und Importprozesse [16, 17] (Abbildung 1-2-B).
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Abbildung 1-2 - Schematische Darstellung (A) des Protein-Exports und (B) des Re-Imports von RanGDP
mittels NTF2. Details siehe Text.

Da sich NTF2 in hoher Frequenz in beide Richtungen durch die Kernpore bewegt [18], eignet es
sich sehr gut, um Kernporen fir fluoreszenzmikroskopische Untersuchungen zu lokalisieren, wie
Siebrasse et al (2012) zeigten [19, 20]. Durch Fluoreszenzmarkierung der Strukturproteine der
Kernpore ergeben sich pro Pore in der Regel nur maximal 8-16 immobile Fluorophore, wahrend

NTF2 mit einer Frequenz von ~60 NTF2-Molekiilen s NPC" konstant erneuert wird [18].

Der Export von mRNA verlduft hingegen deutlich anders. mRNA entsteht durch den Prozess der
Transkription eines definierten Genabschnitts, bei dem die dopplestrangige DNA in dem ent-
sprechenden Abschnitt in einzelstrangige RNA umgeschrieben wird. Wahrend dieses Prozesses
wird eine Vielzahl von Proteinen an den RNA-Strang gekoppelt und dieser standig weiter modi-
fiziert, sodass er nicht als einfacher Strang vorliegt, sondern als messenger Ribonukleo-
protein-Komplex (mRNP) [21].

Den wichtigsten mRNA-Export-Rezeptor stellt das Heterodimere Mex67-Mtr2 (Tap-NXT1 oder
NXF1 in Saugetieren) dar. Dieser wird schon ko-transkriptional an das mRNP gebunden kann
auch als ein mobiles Nukleopurin verstanden werden, da seine Funktion ausschlieBlich auf den
NPC begrenzt ist [22-27]. Solange das mRNP-Partikel mit den Exportfaktoren beladen ist, kann
es sich frei durch die Kernpore bewegen. Um zu verhindern, dass die Partikel nach dem Export
wieder zurlick in das Nukleoplasma diffundieren, werden die Exportfaktoren direkt auf der zyto-
plasmatischen Seite der Kernporenkomplexe entfernt. Das geschieht Adenosintriphosphat-

(ATP)-abhangig durch die DEAD-Box Helikase Dbp5 mit Gle1 und Inositol-Hexakisphosphat (IPs)
12



als Hilfsfaktoren. Dies verhindert ein Wiedereindringen des mRNPs in den NPC und legt so die
Direktionalitat des mRNA-Exports fest [28-32].

Wie genau dieser Export durch die Pore dann ablauft und wie die Kinetik dieses Prozesses aus-
sieht, wird seit Jahrzenten intensiv untersucht. Erstmalig wurde der Exportschritt einzelner
MRNPs experimentell 1992 von Daneholdt und Mitarbeitern nachgewiesen. In Speicheldrisen-
zellen von Chiromomus tentans zeigten sie mittels Elektronenmikroskopie wie einzelne, endo-
gene mRNPs von Balbiani-Ringen, transkriptionsaktive Regionen in polytanen Riesenchromo-
somen, durch Kernproren exportiert werden (Abbildung 1-3-A bis D). So identifizierten sie drei
diskrete Schritte dieses Prozesses. Zuerst lagert sich das Partikel an der Pore an, wird dann durch

die Pore transportiert und zuletzt in das Zytoplasma freigesetzt [33].

A
Nukidoplasma’ mRNP

o W

Abbildung 1-3 - Elektronenmikroskopische Aufnahmen von Balbiani-Ring-mRNPs in verschieden Stadien
wahrend der Translokation durch Kernporenkomplexe. In der Mitte ist der dunkel gefarbte NPC zu erken-
nen. Das mRNP-Partikel ist zunachst oberhalb der Kernpore an den nukleoplasmatischen Korb gebunden
(A). AnschlieBend wird das Partikel (schwarze Pfeile) durch die Kernpore transportiert und andert seine
Konformation zu einer stabférmigen Struktur (B-D). Die MaBstabsskala entspricht 100 nm. (aus [33])

Um auch die Dynamik dieses Prozesses aufzuschllsseln, etablierten sich ab 2010 erste fluores-
zenzmikroskopische Ansatze, die die Verfolgung einzelner mRNPs in lebenden Zellen mdglich
machten. Zur Fluoreszenzmarkierung einzelner RNA-Partikel wurde das MS2-System verwendet.
Dabei wird die gewtinschte mRNA mit 24 RNA-Haarnadel-Sequenzen aus einem Bakteriopha-
gen, ein spezifisch Bakterien infizierender Virus, fusioniert (Abbildung 1-4-A). Bei diesen Haar-
nadelstrukturen bilden die einzelne RNA-Strange Basenpaarungen mit sich selbst aus, was zu
Stamm-Schleifen-Strukturen fihrt [34]. Diese Sequenzen kénnen dann von einem MS2-
Mantelprotein gebunden werden, welches selbst mit einem auto-fluoreszierenden Protein, wie
dem grin fluoreszierende Protein (GFP) oder dem gelb fluoreszierende Protein (yellow flu-

orescent protein, YFP), konjugiert ist [35, 36].
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Abbildung 1-4 - Verschiedene Ansatze zur Markierung von RNPs. (A) Bei dem MS2-System bindet ein
Mantelprotein (MCP), welches mit GFP fusioniert ist, eine spezifische RNA-Sequenz. Diese Sequenz wird
wiederum mit der Ziel-RNA ko-transkribiert. [36] (B) Durch Mikroinjektion von aufgereinigtem und che-
misch markiertem hrp36 konnen einzelne mRNPs fluoreszenzmikroskopisch verfolgt werden, ohne dass
die RNA verandert werden muss [20].

Mit ahnlichen Ansdtzen gelang verschieden Forschergruppen die Bestimmung diverser Translo-
kationszeiten unterschiedlichster RNA-Konstrukte, die in Tabelle 1-1 gegenulbergestellt sind.
Besonders interessant sind die Beobachtungen von Griinwald und Singer, denen die Abbildung
einzelner mRNA-Konstrukte wahrend Interaktion mit einzelnen Kernporen gelang. Dabei wurde
eine mit dem MS2-System markierte B-Aktin-mRNA verwendet und die Kernporen mittels des
Kernporen-Strukturproteins POM121 sichtbar gemacht, welches mit tdTomato fusioniert war. In
Maus-Embryonalfibroblasten (MEFs), mit einer Belichtungszeit von 20 ms und einer Lokalisati-
onprazession von 26 nm, konnten so einzelne Exporte gemessen werden. Es ergab sich eine
Translokationszeit von ~180 ms fir das verwendete RNA-Konstrukt. AuBerdem beobachteten
sie, dass die exportierten Partikel bi-modal Uber die Kernpore verteilt waren, also die mRNP-
Partikel vor allem am nukleoplasmatischen und zytoplasmatischem Ring akkumulierten [37].

Die Markierung Uber das MS2-Haarnadel-System hat jedoch einige Nachteile. So wird zum ei-
nen eine systemfremde mRNA-Sequenz in die Zellen eingebracht, die dann exportiert werden
muss. AuBerdem wird das entsprechende mRNP-Partikel durch die zusatzlichen Haarnadel-
Sequenzen und die daran gebundenen GFP- bzw. YFP-Mantelproteine deutlich vergroBert.

Um native mRNA wahrend des Exports verfolgen zu kdnnen entwickelten Siebrasse et. al (2012)
einen indirekten Weg zur Markierung der mRNPs. Anstatt direkt ein spezifisches RNA-Konstrukt
mit einem fluoreszierenden Label zu versehen, wurde hier das Ribonukleoprotein hrp36 (Ortho-
log des menschlichen hnRNP A1) verwendet. Dieses Protein bindet naszente pra-mRNA und
|6st sich erst nach dem Export im Zytoplasma. Siebrasse et a/ exprimierten dieses Protein in £-
scherichia coli und markierten es anschlieBend mit dem synthetischen Fluoreszenzfarbstoff At-
to647. Durch Mikroinjektion wurde das Protein dann in C tentan-Zellen eingebracht. Auf diese

Weise wurde aber nicht eine mRNA spezifisch markiert, wie z.B. die Balbiani-Ring-RNA, sondern

14



unselektiv alle mRNPs. In Abbildung 1-4-B ist schematisch dargestellt, wie das entsprechende
Partikel aussieht. Um die Translokationszeiten zu bestimmen, wurden die Kernporen bzw. die
Kernmembran durch in £ coli exprimiertes und mit AlexaFlour 488 markiertes NTF2 angefarbt.
Mit Hilfe eines Lichtscheibenmikroskops konnten so bei einer Belichtungszeit von 20 ms eine
ganze Reihe an Translokationszeiten gemessen werden, die die verschieden groBen mRNAs wi-
derspiegeln [20].

Smith et al gelang 2015 noch die spezifische RNA-Markierung in Hefe-Spharoplasten, Hefezel-
len ohne Zellwand, mittels des PP7-Systems. Dieses basiert auf dem Bakteriophagen Protein
PP7, das analog zum MS2-System funktioniert. Interessanterweise ergab sich im Vergleich zu
den friiheren Messungen mit dem MS2-System keine bi-modale Verteilung mehr und die Parti-

kel wurden vor allem zentral in der Pore lokalisiert [38].

Tabelle 1-1 - Gegenuberstellung verschiedener, experimentell bestimmter Translokationszeiten
unterschiedlicher Studien.

Zellart mRNA-Konstrukt Export-Dauer [ms]  Autor/ Jahr

U20S (menschlich) Dystrophin 1000 Mor et al (2010) [39]

MEF (Maus) B-Aktin 180 Grinwald & Singer

(2010) [40]

Salivary gland native mRNA 50-60000 Siebrasse et al (2012)

(C. tentans) [20]

HelLa (menschlich) B-Aktin/ Glihwirmchen  ~12 Ma et al (2013) [41]
Luciferase

Spheroblast (5. cerevisiae) GFA1 181-215 Smith et a/ (2015) [38]
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1.2 Ribosombiogenese und ribosomaler Export

In bisherigen Studien der Exportkinetik von mRNA-Partikeln schwankt die GréRe der verwende-
ten Konstrukte und damit auch die entsprechenden Translokationszeiten sehr. AuBerdem ist die
spezifische Markierung einer nativen RNA experimentell herausfordernd. RNP-Partikel mit kon-

stanter GroBe stellen hingegen die beiden ribosomalen Untereinheiten dar.

Ribosomen sind in allen Zellen fiir den Prozess der Translation verantwortlich, also die Synthese
der meisten Proteine. Dabei bestehen diese makromolekularen Komplexe selbst aus vielen ver-
schiedenen Proteinen und spezieller ribosomaler RNA (rRNA). Grob lassen sie sich in zwei Un-
tereinheiten teilen, eine groBere 60S- und eine kleinere 40S-Untereinheit bilden zusammen das
80S-Ribosom. Die groBe Untereinheit besteht in menschlichen Zellen aus 47 Proteinen und drei
rRNAs, die kleine aus 33 Proteinen und einer rRNA [2, 42, 43].

Wahrend die Proteinsynthese im Zytoplasma stattfindet, beginnt die Biosynthese der Riboso-
men im Zellkern mit der Transkription der rRNA [44]. Dabei findet die Transkription aber nicht
im Nukleoplasma statt, sondern in einem speziellen Kompartiment, dem Nukleolus.

Nukleoli sind klar vom restlichen Kern getrennte Strukturen, die sich aber nicht durch eine
Membran abgrenzen. Sie beinhalten ribosomale DNA, rRNA und verschiedene Proteine [45].
Durch elektronenmikroskopischen Untersuchen zeigte sich, dass Nukleoli aus unterschiedlich
dichten Bereichen bestehen [45, 46]. Im dichtesten Bereich, dem fibrillar center (FC), liegt die
ribosomale DNA als Heterochromatin kondensiert vor. Die Gene in diesem stark verdichteten
Chromatin sind flr die Transkription inaktiv. In den weniger dichten Bereich, dem dense fibrillar
components (DFC), findet die Transkription des 47S-rRNA-Prakursors durch die Polymerase 1
statt. Bereits wahrenddessen wird die rRNA modifiziert und bildet mit den ersten ribosomalen
Proteinen und verschiedenen Biogenesefaktoren das 90S-Prakursor-Partikel. In weiteren Schrit-
ten wird die pra-rRNA in drei kleinere Strange, die 18S-, 5.8S- und die 25/28S-rRNA, unterteilt.
Die beiden Untereinheiten reifen anschlieBend unabhangig voneinander weiter [44, 47-49].

Eine weitere Maturierung der rRNA findet im Bereich der granular components (GC) statt. Hier
wird die 5S-rRNA mit der 5.8S- und der 25/28S-rRNA zum Vorlauferpartikel der 60S-
Untereinheit zusammengebaut. Die 5S-rRNA ist dabei die einzige ribosomale RNA, die nicht in

den Nukleoli synthetisiert wird, sondern von der Polymerase IIl im Nukleoplasma [44].

16



Die Pra-40S-Untereinheit besteht aus der 18S-rRNA, den ribosomalen Proteinen und verschie-
denen Biogenesefaktoren. Sie wird recht schnell nach der Prozessierung in den Nukleoli in das

Zytoplasma exportiert [2, 50-52].

Die pra-60S-Untereinheit durchlduft in den Nukleoli noch weitere Reifungsschritte der rRNAs. Im
Nukleoplasma folgt dann noch eine rRNA-Umlagerung und eine rdumliche Umorganisation des
Partikels, bevor letztendlich die Exportfaktoren rekrutiert werden konnen und der Export in das
Zytosol stattfindet. Im Zytoplasma werden beide Untereinheiten finalisiert und vereinigt [2, 50—

52]. Der ganze Prozess ist schematisch und vereinfacht in Abbildung 1-5 dargestellt.

Nukleolus Nukleoplasma Zytoplasma

o

og” o_ala
2422 ol =2

Abbildung 1-5 - Schematische Abbildung der Ribosombiogenese. Details siehe Text. (Basierend auf [51])

Besonders von Interesse fur diese Arbeit ist der Exportschritt der pra-Ribosomen. Analysen die-
ses Schritts basieren bislang vor allem auf statischen Methoden, wie elektronenmikroskopische
Untersuchungen oder der biochemischen Isolation einzelner pra-ribosomaler Komplexe, wah-
rend die Bestimmung der Dynamik und der detaillierten Mechanismen experimentell weiter
schwierig ist.

Fir beide Untereinheiten wurden, besonders in der Hefe Saccharomyces cerevisiae, diverse Ex-
port-relevante Faktoren identifiziert, die nahelegen, dass Ribosomen nicht den bereits beschrie-
benen kanonischen Exportwegen folgen. Da die Exportrate eines einfach Rezeptor-gebundenen
Partikels negativ proportional zur PartikelgréBe ist [53], ist es auch zu erwarten, dass eine groRe-

re Anzahl an Exportfaktoren existieren sollte [54].
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Dabei gibt es sowohl Faktoren, die bei beiden Untereinheiten auftreten, als auch spezifische
Faktoren, die nur in den Export der groBen bzw. der kleinen Untereinheit involviert sind
(Abbildung 1-6).

Beide Untereinheiten folgen generell dem Ran-abhangigen Proteinexportweg mittels Crm1, als
wichtigstes Exportin [55]. Aber auch der mRNA-Exportfaktor Mex67-Mtr2 scheint den Export zu
fordern [56-58]. Mechanistisch wirkt es aber anders als beim mRNA-Export, da es sowohl die
rRNAs beider Untereinheiten direkt binden kann und gleichzeitig auch mit den FG-Nups intera-
giert, aber nach dem Export nicht durch den Dbp5-Zyklus von den ribosomalen Komplexen ge-
l6st wird [59-62]. Ein weiterer Exportfaktor fiir beide Untereinheiten ist Rrp12, welches mit den
FG-Einheiten innerhalb der Pore interagiert [56]. Die genaue mechanistische Funktionsweise ist

aber noch unbekannt.

Fur die pra-60S-Untereinheit kann zwischen essentiellen und nicht-essentiellen Exportfaktoren
unterschieden werden. Der wichtigste essentielle Faktor, ohne den eine Translokation der Un-
tereinheit nicht erfolgt, ist Nmd3. Da die ribosomalen Proteine der grof3en Untereinheit selbst
keine NES besitzen, dient Nmd3 als Adapterprotein zu Crm1 [63, 64]. Zusatzlich kommen noch
diverse nicht essentielle Faktoren vor, wie Arx1, Bud20, Ecm1, NplI3 und Gle2 [65-69]. Sowohl
diese Faktoren, als auch Mex67-Mtr2, binden an die Oberflache der pra-60S-Untereinheit und
schirmen so die stark geladene Oberflache dieser Partikel gegen das hydrophobe Innere der
NPCs ab und ermdglichen die Ausbildung vieler Interaktionen mit den FG-Einheiten innerhalb
der Pore [52]. Ein Fehlen dieser Faktoren fihrt nicht zwingend zu einem Verlust des Exportver-
mogens bzw. kann durch Uberexpression der anderen Faktoren ausgeglichen werden [66, 67,
70]. Diese verschiedenen Transportwege konnten fiir Hefe-Zellen den Vorteil haben, auch unter
schwierigen Wachstumsbedingungen den pra-60S Export aufrecht erhalten zu kénnen [52].

Im Kontrast dazu wurden fir die pra-40S-Untereinheit bisher keine essentiellen Exportfaktoren,
wie Nmd3, identifiziert. Wichtige Faktoren, die entsprechende Exportsequenzen aufweisen sind
Ltv1, Rio2 und Yrb2 [71-75]. Der pra-40S-Export scheint nicht auf einem einzelnen NES-Adapter
zu basieren, sondern abhangig von mehreren Faktoren zu sein. [52].

Wie jedoch bei den verschiedenen Transportwegen zwischen Export-kompetenten und noch

nicht fertiggestellte Partikeln unterschieden werden kann ist immer noch nicht ganz geklart.
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Nukleoplasma

Zytoplasma

5S RNP
Rsa4
Mrt4
Nog1
elF6
Rlp24
Arx1
ES27L

Abbildung 1-6 - Exportfaktoren der Ribosombiogenese. Oben: Schematische Darstellung der beiden
ribosomalen Untereinheiten innerhalb der Kernpore mit den wichtigsten Exportfaktoren (gelb). Unten:
Cryo-EM-Daten von exportfertigen pra-Ribosomen mit verschiedenen Exportfaktoren. (Modifiziert aus
[52])

Wahrend der Biogeneseweg in seinen grundlegenden Schritten Gber die meisten eukaryotischen
Organismen hinweg konserviert ist, ist die humane Ribosombiogenese teilweise wesentlich
komplexer, da menschliche Ribosomen deutlich gréBer als z.B. Hefe-Ribosomen sind [76]. Dies
zeigt sich auch bei den involvierten Exportfaktoren.

Prinzipiell erfolgt auch der Export in humanen Zellen mittels Crm1 als Hauptexportrezeptor in
Abhéangigkeit von RanGTP. Nmd3 dient immer noch als Adapterprotein fiir die groBe Unterein-
heit [77].

Wahrend in Hefe Mex67-Mtr2 sehr wichtig fir den Export beider Untereinheiten ist, spielt das
humane Gegenstliick NXF1-NXT1 keine Rolle [78, 79]. Jedoch konnte fir die 60S-Untereinheit
der pra-Mikro-RNA und Transfer-RNA (tRNA) Exportfaktor Exp5 als Exportrezeptor identifiziert
werden [79, 80]. AuBerdem scheint das humane Homolog von Gle2, Rae1, auch im Export beider
Untereinheiten mitzuwirken, wahrend es in Hefe nur auf die 60S-Untereinheit beschrankt ist [79].

Fir die kleine Untereinheit wurden auch noch diverse weitere nicht essentielle Biogenese-
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faktoren identifiziert, die nur bei humanen Zellen zu finden sind, wie RIOK2, PDCD2L und RACK1
[81-84].

Wie der Exportprozess genau durch einzelne Poren ablauft wurde erstmalig 2019 von Delavoie
et al. mittels Elektronentomographie gezeigt. In Hefe-Zellen identifizierten sie RNPs, die von
ihrer Morphologie und GroBe der pra-60S-Untereinheit entsprachen. Diese Partikel konnten
dann innerhalb der einzelnen Kernporen lokalisiert werden. Durch Uberlagerung mit Kryo-
Elektronenmikroskopie-(Cryo-EM)-Daten eines Hefe-NPCs wurden so Riickschliisse auf den Weg
der Ribosomen durch die Pore mit einer Auflédsung von 4 nm gezogen (Abbildung 1-7-A). Die
pra-60S-Ribosomen bewegten sich entlang der zentralen Achse, nach einer kurzen transienten
Interaktion mit dem nukleoplasmatischen Ring, in den inneren Ring der Kernpore. Diese Region
scheint fur das Partikel energetisch am gunstigsten zu sein, da hier eine besonders hohe Dichte
an Interaktionen mit den FG-Nups ausgebildet werden kann [85]. Am zytoplasmatischen Ring
wichen sie von diesem Kurs seitlich ab, was eine Interaktion mit den asymmetrischen Nukleopu-
rinen der Filamente dort nahelegt (Abbildung 1-7-B). Des Weiteren konnten Delavoie et a/. zei-
gen, dass durchschnittlich 5-6% der Kernporen mit einem pra-Ribosom besetzt sind. Durch eine
Wahrscheinlichkeitsanalyse, basierend auf der durchschnittlichen Besetzung der NPCs, der Fre-
quenz der Ribosomenproduktion und weiteren Parametern wurde dann eine Exportzeit von un-

gefahr 90 ms abgeschatzt [1].

20



Zytoplasmatischer

Innerer Ring '

—

|
\2d .
Nukleoplasmatischer
Ring

Zytoplasma

—
R

Nukleus

( Nukleare FG Ni
dile o e e

‘ Transmembrane Nups ' Nic96 Komplex . Y Komplex / NukKlearer Korb

Abbildung 1-7 - (A) Oben: EM-tomographische Schnitte aus Hefe-Zellen in verschiedenen Stadien wah-
rend der Translokation ribosomaler Partikel (weie Pfeile) durch Kernporenkomplexe. Unten: Segmentierte
pra-Ribosome (blau) Gberlagert mit Cryo-EM-Daten einer Kernpore (rot). Die Kernhdille ist in griin darge-
stellt. (B) Model der Translokation der pra-ribosomalen Partikel durch eine Kernpore nach Delavoie et a/
(2019). Nach der kurzer transienter Interaktion mit dem nukledren Korb werden die pra-Ribosomen in den
zentralen Kanal transportiert, der die Hauptpermeabilititsbarriere darstellt. AnschlieBend verlassen sie
Uber den zytoplasmatischen Ring durch Interaktion mit den asymmetrischen Nups der zytoplasmatischen
Filamente seitlich die Kernpore (aus [1]).

Eine fluoresenzmikroskopische Beobachtung einzelner Ribosomen in lebenden C tentan-Zellen
gelang erstmals Jan-Hendrik Spille (2014). Mit Hilfe von Atto647 markierten Oligonukleotiden
wurde die 28S-rRNA in ribosomalen Partikeln angefarbte und so einzelne pra-60S-
Untereinheiten innerhalb des Nukleus beobachtet [86]. In humanen Zellen hingegen untersuch-
ten Landvogt et al (2019) die kleine ribosomale Untereinheit mit einem ahnlichen indirekten

Ansatz der Ribosomenmarkierung wie Siebrasse et al. (2012). Anstatt eines der ribosomalen Pro-
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teine oder die rRNA direkt mit einem Marker zur Fluoreszenzverfolgung (engl. 7ag) zu versehen,
wurde ein Hilfsfaktor der Biogenese der kleinen Untereinheit Dim2/ PNO1 (Defective In DNA
Methylation 2/ Partner of NObT7) gewahlt. Dim2 bindet in einem friihem Stadium an die naszen-
ten pra-40S-Partikel und bleibt wahrend des ganzen Biogeneseprozesses bis nach dem Export in
das Zytoplasma gebunden (Abbildung 1-5). Landvogt et al. erstellten eine stabile HelLa-Zelllinie
bei der Dim2 mit einem SnapTag fusioniert wurde. Dieses autokatalytische Protein-Tag bindet
spezifisch Substratanaloga (engl. Linker), wie Benzylcytosin-Derivate, und erlaubt durch Zugabe
unterschiedlicher Konzentrationen eines synthetischen, Linker-gebunden Farbstoffes, sowohl die
gesamte Verteilung des Dim2, als auch, mit sehr geringen Konzentrationen, einzelne pra-40S-
Molekule anzufarben.

Auf diese Weise konnte die Dynamik der pra-40S-Untereinheit innerhalb des Nukleus und der
Nukleoli untersucht werden. Der Exportschritt Gber die Kernmembran wurde jedoch nicht beo-

bachtet [87].

Auf die gleiche Weise sollte in dieser Arbeit die gro3e Untereinheit untersucht werden. Als Mar-
ker wurde hier das Protein elF6 (Eukaryotic translation initiation factor 6) gewahlt. Gallo et al.
(2011) zeigten bereits, dass dieses Protein in die pra-60S-Partikel eingebaut wird und genutzt
werden kann, um die groBe Untereinheit fluoreszenzmikroskopisch zu untersuchen [88]. elF6
bindet schon in den Nukleoli an die naszenten pra-60S-Untereinheiten und verhindert die ver-
frihte Vereinigung der beiden Untereinheiten, indem die Bindungsstelle zur 40S-Untereinheit
blockiert wird [89-91]. Erst im Zytoplasma wird es wahrend der letzten Reifungsschritte von der
groBen Untereinheit abgespalten [92] (Abbildung 1-5). Eine Markierung von elF6 mit einem au-
tofluoreszenten Tag hatte, dhnlich wie bei Landvogt et a/ (2019), verschiedene Vorteile gegen-
Uber einer direkten Markierung ribosomaler Proteine. Zum einen ist das Protein mit 26,5 kDa
recht klein und sitzt auf der AuBenseite der pra-60S-Untereinheit [89, 93]. Des Weiteren ist es
nur temporar Teil des pra-60S-Komplexes. Ein fluoreszenzmarkiertes elF6-Protein wird wieder

recycelt und kann theoretisch mehrfach zur Ribosomenbeobachtung genutzt werden.
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1.3 Motivation und Zielsetzung

In den vergangenen Jahrzehnten wurde der nukleo-zytoplasmatische Transport intensiv unter-
sucht. Dabei wurden bei der /n vivo Beobachtung von mRNA-Partikeln in vielen verschiedenen
Organismen diverse Translokationszeiten fiir unterschiedlichste Konstrukte bestimmt. Eine spezi-
fische Markierung von mRNPs ist jedoch herausfordernd und nur mit einer intensiven Modifika-
tion der Ziel-RNA mdglich. Die Markierung der nativen mRNA, wie bei Siebrasse et al (2012),

hingegen ist eher unspezifisch.

Im Gegensatz dazu sind RNPs, die wahrend des Exports eine gleichbleibende GroBe aufweisen,
die Vorlauferpartikel der ribosomalen Untereinheiten. Hier gelang Landvogt et a/. (2019) bereits
die Beobachtung nativer pra-40S-Untereinheiten innerhalb von menschlichen Zellen. Der Ex-

port-Schritt konnte jedoch nicht beobachtet werden.

AuBerdem zeigen alle bisherigen Untersuchungen des ribosomalen Exports, dass dieser im Ver-
gleich zu kanonischen Export-Prozessen, anders ablauft. Besonders flr S. cerevisiae wurden viele
verschiedene Export-Rezeptoren identifiziert, die die Komplexitat dieses Prozesses aufzeigen. So
ist der Export zum einen Crm1-RanGTP-abhangig, zum anderen spielen aber auch Faktoren des

mMRNA- bzw. des tRNA-Exportes eine wichtige Rolle.

Die Bestimmung der Dynamik dieses Prozesses /n vivo war bisher experimentell ebenfalls nicht
moglich und ist herausfordernd, da sowohl eine hohe raumliche, als auch eine hohe zeitliche

Auflésung bendtigt wird.

Ziel dieser Arbeit war es, zum einen eine fluoreszenzmikroskopische Markierung nativer pra-
60S-Untereinheiten und die Lokalisierung einzelner Kernporen in menschlichen Zellen zu er-
moglichen. Zum anderen sollte ein mikroskopischer Aufbau entwickelt werden, der die Aufnah-
me von einzelnen pra-60S-Untereinheiten wahrend der Interaktion mit einzelnen Kernporen-

komplexen mit der nétigen raumlichen und zeitlichen Auflésung ermdglicht.

Mithilfe dieser gewonnen Erkenntnisse, sollte die Dynamik des Exportprozesses analysiert wer-
den und wichtige Schlisselpunkte wahrend des Exports, wie der geschwindigkeitsbestimmende
Schritt, identifiziert werden, um so Ruickschlisse auf den zugrundelegenden Mechanismus und

die genau Rolle der involvierten Faktoren ziehen zu kdnnen.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Chemikalien

Tabelle 2-1 - Auflistung aller verwendeter Chemikalien mit den entsprechenden Herstellern.

Chemikalien

Hersteller

1-Step Ultra TMB Blotting Solution
Agarose Broad Range

Aktinomycin D

Ammoniumpersulfat (APS)

Bromphenol Blau

BSA (Bovines Serumalbumin)
Dimethylsulfoxid (DMSO)
Dinatriumhydrogenphosphat

Dulbeccos MEM (DMEM)

EDAC (1-Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)carbodiimid)
Essigsaure

Ethanol

Fetal Bovine Serum (FBS)

Fluoresbrite Carboxy BB .10 Micron Microspheres
Glycerol

Glycin

HEPES-Puffer (1M)

Hygromycin-Lésung (50mg/mL)
Immersionsol Immersol 518 F fiir 37°C
Janelia-Flour-549-HaloTag-Ligand
Janelia-Flour-646-HaloTag-Ligand
Kaliumchlorid
Kaliumdihydrogenphosphat

Leptomycin B (LMB)

L-Glutamin

MES (2-(N-Morpholino)ethansulfonsdure)
Milchpulver

Thermo Scientific, Schwerte
Carl Roth GmbH, Karlsruhe
Calbiochem/ Merck, Darmstadt
Carl Roth GmbH, Karlsruhe
Carl Roth GmbH, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Hamburg
Carl Roth GmbH, Karlsruhe
Carl Roth GmbH, Karlsruhe
Biochrom, Berlin
Sigma-Aldrich, Hamburg
VWR, Darmstadt

VWR, Darmstadt

Biochrom, Berlin
Polysciences, Warrington, USA
Carl Roth GmbH, Karlsruhe
Carl Roth GmbH, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Hamburg
Carl Roth GmbH, Karlsruhe
Zeiss, Oberkochen

Janelia, Ashburn, USA [94]
Janelia, Ashburn, USA [94]
Carl Roth GmbH, Karlsruhe
Carl Roth GmbH, Karlsruhe
AppliChem, Darmstadt

Carl Roth GmbH, Karlsruhe
Carl Roth GmbH, Karlsruhe
Carl Roth GmbH, Karlsruhe
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Tabelle 2-1 - Fortsetzung

Chemikalien

Hersteller

Natriumchlorid

Natriumdodecylsulfat (SDS)-L6sung 20%
Neutralrot

Paraformaldehyd (PFA) 32%
Penicillin/Streptomycin (100x)
Puromycin

Rotiphorese Gel 30 (37,5:1)
SNAP-Cell® 647-SiR

Sulfo-NHS (N-hydroxysulfosuccinimid)
TEMED (Tetramethylethylendiamin)
Tetraspeck (0.1 um)

Tetraspeck (0.2 um)

Tris buffer grade

Tris-Hydrochlorid

Triton X 100

Trypanblau (0,4%)
Trypsin/EDTA-LOsung 10x

Tween 20

Carl Roth GmbH, Karlsruhe
AppliChem, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Electron Microscopy Sciences, Hatfield, USA
Sigma-Aldrich, Hamburg

Alfa Aesar, Ward Hill, USA

Carl Roth GmbH, Karlsruhe

New England Biolabs, Ipswich, USA
Sigma-Aldrich, Hamburg

Carl Roth GmbH, Karlsruhe

Life Siences/ Merck, Darmstadt
Life Siences/ Merck, Darmstadt
AppliChem, Darmstadt

Carl Roth GmbH, Karlsruhe

Carl Roth GmbH, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Hamburg
Sigma-Aldrich, Hamburg

Merck, Darmstadt

2.1.2 Spezielle Verbrauchsmaterialien

Tabelle 2-2 - Auflistung spezieller Verbrauchsmaterialien und der entsprechenden Hersteller

Name

Hersteller

35-mm-p-Ibidi-Schalen

Amicon Ultra-4 Ultracel-100K Tube
Cryo-Konservierungsréhrchen

Gateway System

HaloTag Mammalian Pull-Down System
Immune-Blot PVDF Membrane
jetPrime (Polyplus)

Retro-X™ Tet-One™ Inducible Expression System
Xfect Transfection Reagen (Clonetech)
Zellkulturflaschen (25 cm?)
Zellkulturflaschen (75 cm?)

Ibidi, Grafelfing

Merck, Darmstadt

Nalgene/ Thermo Scientific, Schwerte
Thermo Scientific, Schwerte
Promega, Madison, USA
Bio-Rad, Hercules, USA
Polyplus, Illkirch, Frankreich
Clonetech, Mountain View, USA
Clonetech, Mountain View, USA
VWR, Darmstadt

VWR, Darmstadt
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2.1.3 Gerate und Bauteile

Tabelle 2-3 - Auflistung der verwendeten Geratschaften und der entsprechenden Hersteller

Gerat

Hersteller

ibidi Heating System, Universal Fit
Axiovert 200 Mikroskopstativ
Brutschrank

LSM 880 mit Airyscan
nanoDrop 2000 ¢
Pippetierhilfe Pipetus
Schuttelinkubator Ecotron
Sterilbank KS12
ThermoMixer C
Ultraschallbad
Vortexmischer Genius 3
Waage ALC-810.2 Acculab
Wasserbad

Zentrifuge Allegra X-22R

Ibidi, Grafelfing

Zeiss, Oberkochen

Binder, Tuttlingen

Zeiss, Oberkochen

Thermo Scientific, Schwerte
Hirschmann Laborgerate, Eberstadt
Infors HT,Bottmingen, Schweiz
Heraus, Hanau

Eppendorf, Hamburg

Bandelin Sonorex, Berlin

IKA, Staufen

Bradford, Massachusetts, USA
GFL, Hannover

BeckmanCoulter, Krefeld

Tabelle 2-4 - Auflistung spezieller Geratschaften und Bauteile, die zur Realisation der Einzelmo-
lekul-Beleuchtung und -Detektion verwendet wurden

Gerat/ Bauteil

Hersteller

5x Strahlerweiterer

iXon+ 897D EMCCD-Kamera
Kamera-Adapter 2.5x
LDM-XT laser series - 405 nm
Obis LS Laser - 561 nm

Quad Line Strahlenteiler zt405/488/561/640rpc flat (F73-410)

TIRF-Quad Filterset 405/488/561/640 (F66-04TN)
a-Plan-Apochromat 63x/1.46 Oil Corr M27 Objektiv

Thorlabs, Newton, USA

Andor, Belfast, UK

Zeiss, Oberkochen

Lasos, Jena

Coherent, Dieburg

AHF analysentechnik AG, Tibingen
AHF analysentechnik AG, Tubingen

Zeiss, Oberkochen
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2.1.4 Medien und Puffer

Tabelle 2-5 - Zusammensetzung der Gele und Puffer fir die Natriumdodecylsulfat-Polyacryl-
amidgelelektrophorese (sodium dodecy/ sulfate polyacrylamide gel electrophoresis, SDS-PAGE)

Name

Zusammensetzung

Trenngel (12%)

2,4 ml Wasser (reinst)

3,0 ml ROTIPHORESE®Gel 30 (37,5:1)
1,95 ml 1,5 M Tris (pH 8.8)

75 pl SDS (10%)

75 pul Ammoniumpersulfat (10%)

3 yl TEMED

Sammelgel (5%)

1,36 ml Wasser (reinst)

0,34 ml ROTIPHORESE®Gel 30 (37,5:1)
0,26 ml 1,5 M Tris (pH 8.8)

20 pyl Ammoniumpersulfat (10%)

2 UL TEMED
Laufpuffer 1,92 M Glycin

0,25 M Tris

1% SDS
Probenpuffer 4x 40 % (v/v) Glycerol

8 % (v/v) SDS
240 mM Tris/ HCI (pH 6,8)
0,04 % Bromphenol Blau

Tabelle 2-6 - Zusammensetzung der Puffer fir den Westernblot

Name Zusammensetzung
Transferpuffer 0,25 M Tris
1,92 M Glycin
pH 8.3
Tris-buffered saline (TBS) 0,05 M Tris
0,15 M NaCl
pH 7,6
TBS-T TBS

0,1% Tween 20
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Tabelle 2-7 - Zusammensetzung des verwendeten Zellmediums.

Name Zusammensetzung

Zellmedium 10 % FBS superior
2 mM L-Glutamin
1x Pen/ Strep

0,5 pm/mL Puromycin

200 pg/mL Hygromycin

Tabelle 2-8 - Zusammensetzung von phosphatgepufferter Salzlésung (phosphate-buffered sali-
ne, PBS)

Name Zusammensetzung

PBS 2,7 mM Kaliumchlorid

10 mM Dinatriumhydrogenphosphat
140 mM Natriumchlorid

1,8 mM Kaliumdihydrogenphosphat
pH 7,3

Tabelle 2-9 - Zusammensetzung des MES-Puffers

Name Zusammensetzung

MES-Puffer 100 mM 2-(N-Morpholino)ethansulfonsaure (MES)
500 mM NacCl
pH6
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2.1.5 Plasmide und Zelllinie

Die Zelllinie und die dafiir benétigten Plasmide wurden durch Rohan Bhatia und Sabine Wirths
erzeugt (siehe [95]). Die cDNA von elF6 wurde aus dem Vektor EX-I0088-M50 (Genecopeia)
amplifiziert und in den Gateway Vektor pQCXIH-Halo-GW mittels des Gateway Sytems (Thermo

Fisher) kloniert.

Die NTF2-cDNA (NM_005796.3) wurde in den Gateway Vektor pQCXIP-eGFP-GW (Clonetech)

kloniert.

In dieser Arbeit wurden Hela S3 Zellen verwendet. Dabei handelt es sich um menschliche
Epithelzellen eines Zervixkarzinoms. Diese wurden mittels des Retro-X™ Tet-One™ Inducible
Expression System (Clonetech) entsprechend der Herstellerangaben mit den elF6- und NTF2-
Konstrukten modifiziert. Zunachst wurde eine Zelllinie mit dem eGFP-NTF2-Konstrukt erzeugt
und dann weiter mit dem elF6-HaloTag-Konstrukt verandert. Die Transfektionen wurden mit

dem Xfect Transfection Reagen (Clonetech) durchgefihrt.

Die Verwendung des HaloTags, eine abgewandelte Form einer bakteriellen Haloalkan-
Dehalogenase, hat den Vorteil, dass dieser spezifisch einen synthetischen Chloralkan-Liganden
[96, 97] bindet und erlaubt so im Vergleich zu autofluoreszierenden Tags durch Zugabe unter-
schiedlicher Konzentrationen synthetischer Farbstoffe die sichtbare Menge an markierten 60S-

Partikeln zu steuern.

2.2 Zellkultur

2.2.1 Passagieren von Zellen

Bei 70-80 %iger Konfluenz wurden die Zellen passagiert. Das alte Medium wurde entfernt und
die Zellen mit 10 mL PBS (Tabelle 2-8) vorsichtig gewaschen. AnschlieBend wurde fir eine
25 cm? Zellkulturflasche 1 mL Trypsin/EDTA-Lésung (1x) zugegeben und fiir 3-5 min bei 37 °C
und 5 % CO: inkubiert. Die Beendigung der Trypsinierung erfolgte mit 9 mL Medium (Tabelle
2-7) (auf 37 °C vorgewarmt). In einer neuen 25 cm? Zellkulturflasche wurden 9 mL Medium vor-

gelegt und 1 mL Zellsuspension zugefiigt. Die Zellen inkubierten immer bei 37 °C und 5 % CO,.
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2.2.2 Kryokonservierung von Zellen

Zur langfristigen Lagerung wurden die Zellen in flissigem Stickstoff kryokonserviert. Hierzu
wurden diese in einer 75 cm? Zellkulturflasche bis zur 90 %igen Konfluenz herangezogen, das
alte Medium entfernt und die Zellen mit 2 mL Trypsin/EDTA-L6sung vom Boden gel6st. An-
schlieBend wurden 10 mL Medium zugegeben, die Zellsuspension in ein Zentrifugenréhrchen
tberfiihrt und fiir 10 min bei 200 rpm, 30 °C und Decceleration (Dec.) 1 zentrifugiert. Der Uber-
stand wurde entfernt, das Zellpellet in 10 mL Einfriermedium (FBS mit 1 % DMSO) resuspendiert,
dann in 1mL Fraktionen auf Kryoréhrchen aufgeteilt und sofort in einen Mr.-Frost-
Gefrierbehalter (ThermoFisher) Gberfihrt. Die Zellen wurden Gber Nacht bei -80°C in dem Ge-

frierbehalter gelagert und anschlieBend in einen Kryotank mit flissigem Stickstoff Gberfihrt.

2.2.3 Transiente Expression

Fur transiente Proteinexpression wurden entsprechende Hela Zellen zwei Tage vor dem Experi-
ment in 35-mm-p-Ibidi-Schalen ausgesat. Am Tag vor dem Experiment erfolgte eine Transfekti-
on die Zellen mit 2 pg Plasmid. Hierzu wurde das jetPrime (Polyplus) Transfektions-reagenz nach
Herstellerangaben eingesetzt. Die Zellen wurden anschlieBend fir 16-24 h bei 37 °C und 5 %

CO» inkubiert.

2.2.4 Fluoreszenzfarbung

24 h vor dem Experiment wurden die Zellen passagiert und in eine 35-mm-p-Ibidi-Schale aus-
gesat. Jede Schale enthielt 500 pL Zellsuspension und 500 pL Medium. Am Tag des Experiments
erfolgte die Fluoreszenzmarkierung der Zellen mit Janelia-Flour-549-HaloTag-Ligand (JF546)
oder Janelia-Flour-646-HaloTag-Ligand (JF646) [94]. Fiir Ubersichtsaufnahmen wurden die Zel-
len mit einer finalen Konzentration von 0,1 uM und fir Einzelmolektlaufnahmen mit einer Kon-
zentration von 0,3-1 nM angefarbt. Die Zellen wurden fir 30 min bei 37°C/ 5% CO, mit dem
Farbstoff inkubiert, anschlieBend dreimal mit 2 mL PBS gewaschen und zum Schluss 1 mL Medi-

um zugefigt.

2.3 Proteinaufreinigung und Immunoblot

Die Zellen wurden in zwei 75 cm? Zellkulturflaschen bis zu einer Konfluenz von 90% kultiviert.
Zur Aufreinigung von elF6-HaloTag wurde das HaloTag Mammalian Pull-Down System von

Promega entsprechend der Herstellerangaben verwendet.
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Die Proteine wurden anschlieBend durch Elektrophorese in einem 12% Natriumdodecylsulfat-
Polyacrylamid-Gel (sodium dodecy! sulfate polyacrylamide gel electrophoresis, SDS-PAGE) auf-
getrennt (erst 10 min bei 120 V, dann 30 min bei 180 V, Tabelle 2-5) und auf eine /mmune-Blot
PDVF Membran von Bio-Rad in einem Semi-Dry-Westernblot bei 25V und 0.3 A fir 35 min

Ubertragen.

Die Membranen wurden Uber Nacht bei 4 °C mit 3 % Milchpulver in TBS-T (Tabelle 2-6) blo-
ckiert. AnschlieBend wurde erst fir 2 h mit einem anti-RPL10-Antikorper (1:500 in 3% Milchpul-
ver in TBS-T, RPL10 Monoclonal Antibody (OTI6B11), #TA807662, Thermo Fisher) inkubiert,
dreimal fir 10 min in TBS-T gewaschen und dann mit einem Meerrettichperoxidase-( horserad-
ish peroxidase, HRP)-Antikdrper (1:1000 in in 3% Milchpulver in TBS-T, anti-goat IgG-HRP, #sc-
2020, Santa Cruz Biotechnology) inkubiert. Die Membran wurde erneut dreimal fiir 10 min in
TBS-T gewaschen und dann mit Hilfe der 7-Step Ultra TMB Blotting Solution nach Herstelleran-

gaben entwickelt.

2.4 Export-Hemmung der pra-60S Partikel mittels Leptomycin B
(LMB)

Die Zellen wurden, wie bereits beschrieben, in Ibidi-Schalen ausgesdht und mit 100 mM HEPES
gepuffert. Direkt vor der Messung erfolgte die Zugabe der LMB-L6sung (10 uM in Ethanol). Die
finale Konzentration lag bei 50 nM bzw. 100 nM. Die Zellen wurden Uber einen Zeitraum von 3 h
alle 10 min bei aktiver Fokusstabilisierung durch das Definite Focus System des Zeiss Laser-

Scanning-Mikroskop (LSM) 880 bei einer Temperatur von 37 °C abgebildet.

2.5 Hemmung der RNA-Transkription mittels Aktinomycin D

Auch hier wurden die Zellen, wie bereits beschrieben, in Ibidi-Schalen ausgesaht und mit
100 mM HEPES gepuffert. 10 pyL einer 1 mg/mL Aktinomycin-D-L&sung (finale Konzentration
10 ug/mL) wurde zu gegeben und die Messung sofort gestartet. Die Zellen wurden Uber einen
Zeitraum von 24 h vermessen, wahrend sie bei einer Temperatur von 37 °C inkubierten. Alle 10

min wurden die Zellen einmal abgebildet, wahrend der Fokus die ganze Zeit stabilisiert war.
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2.6 Fluoreszenzmikroskopie

In dieser Arbeit wurde ein hochaufldsendes konfokales Laserscanning Mikroskop 880 (LSM880,
Zeiss) mit einem Airyscan-Detektor um eine highly inclined and laminated optical sheet (HILO)-
Beleuchtung und eine electron multiplying charge-coupled device (EMCCD)-Kamera erweitert.
Dies ermdglichte die quasi-simultane Abbildung von sich schnell bewegenden einzelnen Parti-

keln mittels der HILO-Mikroskopie und feiner zellularer Strukturen durch das LSM880.

Die Auflésung herkdmmlichen Weitfeldmikroskopie ist entsprechend dem Rayleigh-Kriterium
beschrankt [98]. Dies gibt in Abhangigkeit von der Wellenldnge A und der numerischen Apertur
(NA) eines Objektivs die minimale Distanz d zwischen zwei Punktobjekten an, um diese noch als
zwei getrennte Objekte wahrnehmen zu kénnen (Formel ( 2-1)):

A
d=0,61-m (2-2)

Konfokale Mikroskopie erlaubt hingegen die Abbildung von Proben mit einem deutlich verbes-
sertem Signal-zu-Rausch-Verhaltnis und dadurch auch erhéhter Auflésung. Dabei wird ein koha-
renter Laser mit einer spezifischen Wellenlange in die fokale Ebene des Objektivs fokussiert. Das
von den Fluorophoren emittierte Licht wird durch entsprechende dichroitische Spiegel von re-
flektiertem Anregungslicht getrennt und auf eine Lochblende fokussiert. Der Durchmesser dieser
Lochblende wird in Abhangigkeit von der Anregungswellenlange so gewahlt, dass Licht auBer-
halb des Fokuspunktes (gestrichelte blaue und rote Linie in Abbildung 2-1) oder durch Streuung
entstandenes Licht blockiert wird. Das verbleibende Emissionslicht aus dem Fokuspunkt wird auf
einen Detektor, zum Beispiel ein photomultiplier tube (PMT), fokussiert (Abbildung 2-1). Da im-
mer nur ein Punkt innerhalb der Probe detektiert wird, muss entweder die Probe oder der Laser

verschoben werden, um groBere Bereiche mikroskopisch abzubilden [99].
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Abbildung 2-1 - Aufbau eines konfokalen Mikroskops. Details siehe Text. (modifiziert aus [99])

Trotz des verbesserten Kontrasts hat auch die konfokale Mikroskopie Grenzen. Wenn ein infini-
tesimal kleiner Punkt durch eine Linse abgebildet wird, ist das entstehende Bild aufgrund von
Beugungseffekten verbreitert. Das Intensitatsmuster wird als Airyscheibe oder Punktspreizfunk-
tion (PSF) bezeichnet und ist in Abbildung 2-3 mit der blauen Kurve dargestellt [98]. Die laterale
Ausdehnung der Airyscheibe wird Ublicherweise in Airyunits (AU) angegeben. Dabei entspricht
dann 1 AU der lateralen Ausdehnung des ersten Minimums. Der Abstand zweier Punkte, bei
dem die resultierenden Airyscheiben immer noch als getrennte Strukturen wahrgenommen

werden konnen, limitiert die Auflésung konfokaler Mikroskope.

Um auch unterhalb dieser Grenze Strukturen abbilden zu kdénnen, kann ein konfokales Mikro-
skop um einen Airyscan-Detektor erweitert werden. Dieser Detektor besteht nicht nur aus einem
einzigen Detektorelement, sondern aus 32 radial angeordneten, hexagonalen Punktdetektoren
(Abbildung 2-2). Das zentrale Element liegt dabei auf der optischen Achse und alle Elemente
sind so klein (0,2 Airyunits), dass sie selbst als Lochblende dienen. Die Funktionsweise dieses
Detektors basiert auf einer Anderungen der effektive PSF und der Auflésung des Mikroskops
durch eine Verschiebung der Lochblende gegen die optische Achse.
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Abbildung 2-2 - (A) Das Airyscan-Prinzip (unten) im Vergleich zur konventionellen konfokalen Mikrosko-
pie (oben). Fir die Airy-Detektion wird das Fluoreszenzlicht durch die Linsen 1* und 2* aufgeweitet, bevor
es auf den Detektor trifft. (B) Der Detektor besteht aus 32 radial angeordneten, hexagonalen Galliumar-
senidphosphid (GaAsP)-Lawinenphotodioden. Jedes Element hat einen Durchmesser von 0,2 AU und der
gesamte Detektor eine Breite von 1,25 AU [100].

Die resultierende effektive PSF eines konfokalen Mikroskops setzt sich dabei aus der PSF der
Anregungsbeleuchtung und der PSF der Detektion zusammen, die miteinander multipliziert
werden. Wiirde man nun in einem konfokalen Mikroskop die Detektions-Lochblende gegen die
optische Achse verschieben, wirde die effektive PSF als Produkt der Beleuchtungs- und Detekti-
ons-PSF schmaler werden und ebenfalls gegen die optische Achse verschoben sein (Abbildung
2-3-A und -C, rote Kurve). Da aber die exakte Verschiebung der effektiven PSF zur Detektions-
PSF bekannt ist, kann das resultierende Signal in der Bildverarbeitung an die urspriingliche Posi-
tion "zurtickgeschoben" werden (Abbildung 2-3-B). Dieser Prozess wird Pixel-Neuzuordnung
(engl. pixel reassignment) genannt. Bei einer Verschiebung der Lochblende in nur eine Richtung,
ist die Intensitat und damit auch das Signal-zu-Rausch-Verhaltnis der effektiven PSF sehr klein.
Wird jedoch die Lochblende in verschiedene Richtungen verschoben und werden alle dadurch
entstehenden effektiven PSFs nach der Pixel-Neuzuordnung summiert, kann eine hohere Auflo-

sung mit einem verbesserten Signal-zu-Rausch-Verhaltnis erreicht werden [101, 102].

35



0.6 0,6
0,4 0.4
0,2 0,2

Abbildung 2-3 - Darstellung der PSF bei Verschiebung der Detektionslochblende. (A) Im Vergleich zu der
effektiven PSF einer nicht verschobenen Lochblende (blau), ist die PSF bei Verschiebung der Lochblende
ebenfalls versetzt (rot). (B) Bei bekannter Verschiebung kann die PSF rechnerisch wieder auf die optische
Achse zurlickverschoben werden. (C) Normalisierung beider PSFs, um die Verschmalerung zu zeigen. [,
Intensitat; V, transversale Richtung (modifiziert aus [102]).

Beim Airyscan-Detektor bilden die von der optischen Achse verschobenen Detektorelemente
ebenso verschobene effektive PSFs ab. Diese kénnen durch Pixel-Neuzuordnung genutzt wer-
den, um eine hohere Auflosung zu erreichen. Die eigentliche Lochblende der konfokalen Mikro-

skopie wird nicht mehr benétigt [100, 102, 103].

Zur Einzelmolekilverfolgung wurde in dieser Arbeit die HILO-Mikroskopie verwendet. Trifft ein
Laserstrahl auf eine Phasengrenze zwischen zwei Medien, wie z.B. zwischen Deckglas und dem
Zell-Medium der Probe, wird der Strahl abhdngig vom Einfallswinkel gebrochen. Der Brechungs-
index-Unterschied zwischen dem Glas und der Probe bestimmt dann in Abhangigkeit vom Ein-
fallswinkel die Starke der Lichtbrechung. Ist der Brechungsindex des Mediums oberhalb der
Oberflache nun kleiner, als unterhalb, wird der Strahl vom Einfallslot weg gebrochen. Diesen
Effekt macht man sich in der HILO-Mikroskopie zunutze. Hier wird ein Laser in die hintere fokale
Ebene eines Objektivs fokussiert und dort gegen die optische Achse verschoben. Das fiihrt dazu,
dass der Laserstrahl in einem Winkel auf die Phasengrenze zwischen Deckglas und Probe trifft.
Dort wird der Laser gebrochen und es entsteht ein Lichtblatt, das die Probe in einem leichten
Winkel schneidet (Abbildung 2-4). Diese Methode hat den Vorteil, dass Fluorophore nicht inner-
halb der ganzen Probe, sondern ausschlieBlich im Bereich des Lichtblatts angeregt werden, und

so das resultierende Signal-zu-Rausch-Verhaltnis der Emission deutlich verbessert ist [104].
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Abbildung 2-4 - HILO-Beleuchtung. Detaillierte Beschreibung siehe Text. (A) Das Laserlicht wird bei ver-
schobenem Strahl an der Phasengrenze zwischen Deckglas und Probe gebrochen. Wird der Laser nicht
verschoben, ergibt sich eine Epi-Weitfeld-Beleuchtung. (B) Ein Lichtblatt schneidet die Probe. (Basierend
auf [104])

Bei einer weiteren Verschiebung des Lasers in der hinteren fokalen Ebene des Objektivs erhoht
sich der Einfallswinkel, bis letztendlich ein Ausfallswinkel erreicht wird, bei dem der Lichtstrahl
parallel zur Grenzflache des Deckglases gebrochen wird. Der entsprechende Einfallswinkel wird

dann als der kritische Winkel bezeichnet.

2.6.1 Superauflésende konfokale und Einzelmolekul-Mikroskopie der

selben optischen Ebene

Um einzelne Kernporen auflésen zu kénnen, wurden diese mit einem Zeiss LSM880, das mit ei-
nem Airyscan-Detektor ausgestattet ist, abgebildet. Die konfokalen Messungen wurden mit ei-

nem a-Plan-Apochromat 63x/1.46 Oil Corr M27 Tirf Objektiv (Zeiss) durchgefihrt.

Fir die Aufnahme von einzelnen ribosomalen pra-60S-Untereinheiten wurde das Zeiss LSM880
um eine Laser-Beleuchtung und eine EMCCD-Kamera erweitert (Bauteile siehe Tabelle 2-4).
Hierzu wurde die Aperturblende und der Filterschieber des Mikroskopstativs direkt vor der Fluo-
reszenzlampe durch einen von Daniel Poetes entwickelten Filterschieber ersetzt, der mit einem
Bandsperrfilter fiir die Wellenlange 405, 488, 561, 640 nm (F73-410, AHF) ausgestattet war. Fir
die Anregung kamen zwei fasergekopplete Laser mit Wellenlangen von 561 nm und 640 nm und
einer mit einer Wellenlange von 405 nm zum Einsatz. Die Laserbeleuchtung wurde mit einem 5-
fachen Strahlerweiterer aufgeweitet und durch eine Linse mit einer fokalen Lange von 200 mm
in die hintere Brennebene des Objektivs fokussiert. Diese Hilfslinse und ein Justierspiegel befan-

den sich auf einem beweglichen Schlitten, mit dem der Laserstrahl in der hinteren fokalen Ebene
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des Objektivs verschoben werden konnte, um eine HILO-Beleuchtung zu erreichen. Die Laser

wurden durch eine von Jan-Peter Siebrasse geschriebene Software angesteuert.

Die Einzelmolekile wurden mit demselben Objektiv, wie fiir die konfokalen Aufnahmen, auf der
Andor iXon+ 897D EMCCD-Kamera abgebildet. Zusatzlich war vor der Kamera eine 2,5-fachen

VorvergroBerung an den Kameraport des Mikroskopstativs Axiovert 200 angebracht.

Im Filterrad des Mikroskopstativs wurde ein Filter-Wirfel mit entsprechenden Bandsperr- und

Emissionsfilter flr die verwendeten Laser und Fluorophore eingesetzt (F66-04TN, AHF).

Der Aufbau war mit einer Heizkammer ausgestattet. Alle /n vivo Experimente wurden bei 37°C

ausgefihrt.

2.6.2 Referenzpartikel zur Anpassung der mikroskopischen Aufnahmen

Werden nun gleiche Strukturen sowohl konfokal, als auch mit der Einzelmolekilbeleuchtung
und der EMCCD-Kamera abgebildet, zeigt sich, dass sich beide Aufnahmen in der Skalierung,
Rotation, Verzerrung und Translation unterscheiden (Abbildung 2-5-A). Um diese Unterschiede
auszugleichen, kann eine der beiden Aufnahmen durch eine affine Transformation auf die ande-
re Aufnahme angepasst werden, sodass letztendlich die Signale richtig Ubereinander liegen
(Abbildung 2-5-B und C). In dieser Arbeit wurde immer die konfokale Aufnahme an die Einzel-

molekilaufnahme angepasst.

Vergleicht man nun die sich ergebenden Transformationsmatrizen aus verschiedenen Messun-
gen von immobilisierten fluoreszierenden Mikropartikeln, zeigt sich, dass die verschiedenen Pa-
rameter der affinen Transformation unterschiedlich stabil sind. In Abbildung 2-5-D wurde an 19
verschiedenen Stellen innerhalb einer Probe Mikropartikel sowohl konfokal, als auch mit der
Kamera abgebildet. Aus allen Transformationsmatrizen wurde ein Mittelwert gebildet und zu
jedem Parameter die relative Abweichung zu diesem Mittelwert bestimmt. Dabei reprasentieren
die Parameter a und e die Skalierung, b und d die Verzerrung und c und f die Translation. Die
Rotation ergibt sich aus den Parametern a,b,d und e. Hier zeigt sich, dass sich die einzelnen
Messungen besonders in der Translation unterscheiden, wahrend die Rotation, Skalierung und
Verzerrung konstant bleiben. Die Ursache dafir ist in Abbildung 2-5-E zu sehen. Hier wurden
Mikropartikel in Agarose immobilisiert und fiir 15 min bei aktivierter Fokusstabilisierung in 10-s-
Intervallen konfokal abgebildet. Uber diese Zeit bewegen sich alle Mikropartikel in einer einheit-
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lichen Bewegung um ca. 1,5 pm. Dies zeigt, dass der Mikroskoptisch eine Drift aufweist und hat
zur Folge, dass die Unterschiede in der Translation fiir jede Messung einzeln ausgeglichen wer-
den muss, wahrend die anderen Parameter als konstant fur das Mikroskop angenommen wer-

den koénnen.

Kamera Konfokal Uberlagerung

O

x' a b c X ax +by+c
(y’)=(d e f)-(y)=(dx+ey+f)
1 0 0 1 1 1 a e b d c f

Relative Abweichung in %

Transformationsparameter

. .
Abbildung 2-5 - (A) Abbildung von 0,2-pm-Tetraspeck Mikropartikeln immobilisiert in 2% Agarose, mit
der HILO-Beleuchtung und der EMCCD-Kamera bei einer Anregung von 561 nm und Airyscan-konfokal
mit einer Anregung bei 488 nm. In der Uberlagerung wird deutlich, dass die aufgenommenen Signale
beider Methoden gegeneinander verschoben, gedreht und verzerrt sind. (B) Allgemeine Formel einer affi-
nen Transformationsmatrix. Die Parameter a und e entsprechen der Skalierung, b und d der Verzerrung
und c und f der Translation. (C) Die konfokale Aufnahme aus (A) wurde durch eine affine Transformation
an die Kamera-Aufnahme angepasst. Die Signale beider Messungen ko-lokalisieren nun. (D) Relative Ab-
weichung der Transformationsparameter von den Durchschnittswerten fir 19 Messungen innerhalb einer

Probe. (E) Abbildung von fluoreszierenden Mikropartikeln immobilisiert in 2% Agarose zum Zeitpunkt
0 min und nach 15 min. Die roten Linien zeigen die Drift der Probe in Uber die Messzeit in 10s-Intervallen.

Die spezifischen Unterschiede der Translation miissen dementsprechend auch bei /n vivo Mes-
sungen ausgeglichen werden. Dies flihrt zu der Notwendigkeit Referenzstrukturen bzw. -partikel
in die Zellproben einzubringen. Diese sollten dabei verschiedene Kriterien erfillen. Zum einen
mussen sie fur die Messzeit (mindesten 30 s) immobil sein, sie sollten sich auf der Messhéhe (ca.
5 um Uber dem Deckglas) befinden und diirfen dabei weder die Zellen noch die Messung sto-

ren. Die erfolgreichste Anpassung der konfokalen Aufnahmen mit denen der Kamera gelang
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durch eine Bindung von fluoreszierenden Mikropartikeln an die duBere Membran der Hela Zel-
len. Hierzu wurden carboxylierte Mikropartikel erst durch EDAC mit einer NHS-Gruppe funktio-
nalisiert und anschlieBend an die Amin-Gruppen von transmembranen Proteinen gebunden

(Abbildung 2-6).
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Abbildung 2-6 - (A) Schematische Abbildung der chemischen Modifikation carboxylierter, fluoreszieren-
der Mikropartikel, um diese an die Amin-Gruppen von Transmembranproteinen zu binden. (B) Mikrosko-
pische Abbildung der Membran gebundenen Mikropartikel bei einer Anregung von 405 nm. (C) eGFP-
NTF2 derselben Zelle. (D) Uberlagerung beider Kanéle.

2.6.2.1 Modifizierung von fluoreszierenden Mikropartikeln zur Anpassungen der mikro-
skopischen Aufnahmen
950 pL MES-Puffer (Tabelle 2-9) wurden mit 50 pL Fluoresbrite Carboxy BB .10 Micron Mikropar-

tikel (2,6% feste Losung, Polysciences Inc.) durch kurzes Vortexen vermischt und fir 5 min im
Ultraschallbad behandelt. 7 mg 1-Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)carbodiimid (EDAC) und
14 mg N-hydroxysulfosuccinimid (Sulfo-NHS) wurden hinzugefiigt und fir 15 min bei 1500 xg

im ThermoMixer C geschdttelt.

Die Losung wurde in ein Amicon Ultra-4 Ultraxel-100K Zentrifugenfilterréhrchen Uberfihrt,
zweimal 3 mL PBS zugefiigt und jeweils fiir 5-7 min bei 600 xg zentrifugiert. Zuletzt wurde so

lange zentrifugiert, bis das finale Volumen bei 500 pL lag.
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2.6.2.2 Bindung der modifizierte Mikropartikel an Zellen

Direkt vor der Messung wurden die modifizierten Mikropartikel fir 3 min in einem Ultraschall-
bad behandelt und die Zellen mit 2 mL PBS gewaschen. AnschlieBend wurden 950 uL PBS und
50 puL modifizierte Mikropartikel zugeftigt, fiir 20 min bei 70 rpm und 37 °C schittelnd inkubiert

und dreimal mit 2 mL PBS gewaschen.

2.6.2.3 Zellviabilitat-Assays
Um zu Uberpriifen, ob die Modifikationen durch Mikropartikel Einfllisse auf die Zellviabilitat ha-

ben, wurden zwei Assays durchgefihrt.

Etwa 5-10° Zellen wurden in jedes Wel/von zwei 6- Well-Platten ausgesit. Am nichsten Tag wur-
den die Zellen einmal mit 2 mL PBS gewaschen. Bei einer Platte wurden 900 uL PBS und 100 pL
modifizierte Mikropartikel zugegeben und fir 30 min bei 70 rpm und 37 °C geschdttelt. Die Zel-
len wurden dreimal mit 2 mL PBS gewaschen und 1 mL Medium zugegeben. Die andere Platte
dient als negativ Kontrolle mit unmodifizierten Zellen. Die Viabilitatstests wurden am ersten,

dritten und siebten Tag nach der Inkubation mit den Mikropartikeln durchgefihrt.

Neutralrot-Assay nach Repetto et a/ (2008) [105]: Eine Stammldsung mit 4 mg/mL Neutralrot (3-
Amino-7-dimethylamino-2-methylphenazin-hydrochlorid) in PBS wurde angesetzt. Am Tag vor
dem Versuch wurde eine 40 pg/mL Arbeitsldsung in Zellmedium erstellt und Gber Nacht bei
37 °C inkubiert. Die Losung wurde kurz bevor Verwendung fir 10 min bei 600 x g zentrifugiert,
um eventuell ungeldste Kristalle zu entfernen. Jeweils in einem Wel// der beiden Platten wurde
das Medium entfernt, 1 mL Neutralrot-Lésung zugegeben und die Zellen fir 2 h bei 37°C und
5% CO; inkubiert. Das Neutralrot wurde entfernt und die Zellen mit 2 mL PBS gewaschen. Die
Extraktion des Farbstoffs erfolge mit 1 mL Neutralrot-Entfarberlésung (50% Ethanol (96%), 49%
deioniziertes Wasser, 1% Essigsaure), wahrend die 6- Wel//-Platte bei 37 °C und 100 rpm flr
10 min geschittelt wurden. Die Bestimmung der optische Dichte (OD) der Entfarberlésung er-

folgte bei 540 nm mit Hilfe eines NanoDrop2000c.

Trypanblau-Assay nach Louis und Siegel (2011) [106]: Der Zelliberstand in je einem Well der
beiden Platten wurde jeweils in einem Zentrifugenréhrchen gesammelt und die Zellen mit 1 mL
PBS gewaschen. Auch die Waschlésung wurde in den Zentrifugenréhrchen gesammelt. Die Zel-

len wurden fir 5 min mit 500 pL Trypsin/EDTA inkubiert und die Trypsinierung mit 500 yL Medi-
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um gestoppt. Auch diese Losung wurde in die Zentrifugenréhrchen transferiert und alles bei
200 x g fir 5 min (Dec. 1) zentrifugiert. Der Uberstand wurde entfernt und das Zellpellet in
500 yL Medium resuspendiert. 500 uL Trypanblau-L6sung (0.4%) wurden zugegeben und die

gefarbten und ungefarbten Zellen mittels einer Neubauer-Kammer gezahlt.

2.6.3 Datenaufnahme

Zuerst wurden die pra-60S-Untereinheiten abgebildet. Hierflir wurde eine Sequenz von 1000
Bildern mit der EMCCD-Kamera aufgenommen, die ersten 900 Bilder mit einer Anregung von
561 nm und anschlieBend 100 Bilder bei 405 nm. Nur die zentralen 200x200 Pixel des 512x512-
Kamerachips wurden ausgelesen, um die Bildwiederholrate zu maximieren. Die Belichtungszeit
betrug 13 ms und die gesamte Integrationszeit lag bei 14 ms. Der electron multiplying (EM) gain

wurde auf 300 eingestellt.

Direkt im Anschluss wurde die konfokale Messung gestartet. Hier erfolgte die Abbildung von
20-30 Zyklen alternierend mit einer Anregung bei 405 nm (1% Laserstarke) und 488 nm (1,5%
Laserstarke) auf dem Airyscan-Detektor. Die Pixelgroe war auf 0.04 ym mit einem Zoom von 7
und das Pinhole auf 112,17 pm eingestellt. Der Airyscan-Detektor wurde immer optimal justiert

und der Fokus konstant durch das Definite Focus System stabilisiert.
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2.7 Datenanalyse

Um die groBBe Menge an Daten moglichst effizient Auszuwerten und Interaktionen einzelner pra-
60S-Untereinheiten unabhangig zu identifizieren und je nach Art der Interaktion zu kategorisie-
ren, wurde fir die Bildauswertungs-Software Image) [107, 108] in Form von Macros und Plug-Ins
eine Datenanalyse entwickelt, welche die mikroskopischen Aufnahmen weitestgehend automati-
siert verarbeitet und auswertet. Die detaillierten Schritte dieser Auswertung kénnen den Abbil-

dung 2-7 bis Abbildung 2-11 und den nachfolgenden Kapiteln entnommen werden.

2.7.1 Bildverarbeitung der EMCCD-Kameraaufnahmen

Die Aufnahmen der EMCCD-Kamera wurden vom 'Sif' Datenformat in das ,Tagged Image File
Format” (Tif) mit 8-bit Graustufen konvertiert. Die Bildstapel wurden in die 100 Aufnahmen der
Registrierungs-Mikropartikel und die 900 Aufnahmen der pra-60S-Untereinheit aufgeteilt. Bei
beiden Aufnahmen wurde jeweils der Hintergrund mit der ‘Rolling Ball-Methode abgezogen.
Fur die Mikropartikel erfolgte dies mit einem 'Rolling Ball-Radius von 10 Pixeln und fir die Ein-
zelmolekile mit 50 Pixeln. Der Kontrast wurde flir beide verbessert (0.3 % gesattigte Pixel) und
die Kamera-Aufnahmen vertikal gespiegelt. Aus allen 100 Aufnahmen der Mikropartikel wurde
eine Maximale-Intensitats-Projektion erstellt und sowohl diese, als auch die Aufnahmen der pra-

60S-Untereinheit auf die GroRe der konfokalen Bilder skaliert.

2.7.2 Bildverarbeitung der konfokalen Aufnahmen

Konfokale Airyscan-Bilder wurden durch den Airyscan-Algorithmus mittels der Mikroskopsoft-
ware ZEN Black (Zeiss) umgewandelt (die Starke des Filters wurde auf 'auto' eingestellt) und in
das 'Tif'-Format konvertiert. Die Aufnahmen wurden in die Kandle der Membran und der Refe-
renzmikropartikel aufgeteilt, der Hintergrund wurde subtrahiert (‘Ro/ling Ball-Radius von 10)
und der Kontrast verbessert (0,3% gesattigte Pixel). Die ersten fiinf Bilder der Mikropartikel wur-
den gemittelt und der Kontrast erneut verbessert (0,35% gesattigte Pixel). Die ersten funf Auf-
nahmen der Membran wurden summiert und beide Projektionen in 8-Bit-Graustufen-Bilder kon-

vertiert.
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2.7.3 Bestimmung der Transformationsmatrix

Da die konfokalen und die Kamera-Aufnahmen Uber sehr unterschiedliche Lichtwege aufge-
nommen wurden, unterscheiden sich beide in ihrer Skalierung, Rotation, Verzerrung und Trans-
lation. Um letztendlich einzelne Interaktionen der pra-60S-Untereinheiten einzelnen Kernporen
zuordnen zu kdnnen, ist es wichtig die mikroskopischen Aufnahmen sorgfaltig zu registrieren

und aufeinander anzupassen.

Wahrend die Unterschiede der Skalierung, Rotation und Verzerrung bei gleichbleibenden Licht-
wegen und gleicher Kameraposition unabhangig von den Proben sind, wird der Unterschied der
Translation hauptsachlich durch eine geringe unkontrollierte Bewegung des Mikroskoptisches
verursacht. Damit ist dieser stark abhangig von der Zeit, die zum Umschalten zwischen den bei-
den Aufnahmemoglichkeiten bendtigt wird. Dies fihrt dazu, dass die Unterschiede in der Trans-
lation fur jede Probe individuell bestimmt werden mussen.

Dafur erfolgte durch eine erste affine Transformation die grobe Anpassung der konfokalen Auf-
nahmen an die der Kamera. AnschlieBend wurde aus den Aufnahmen der Mikropartikel eine
spezifische Translationsmatrix fir jede einzelne Messung bestimmt und diese ebenfalls auf die
konfokalen Membranaufnahmen angewandt. Zuletzt musste noch chromatische Abweichung

korrigiert werden.

2.7.3.1 Affine pra-Transformation
Durch eine affine pra-Transformation wurde die Rotation, Skalierung und Verzerrung der konfo-
kalen Aufnahmen im Vergleich zu den Kamerabildern angepasst. Die Translation wurde durch

diese Transformation jedoch nur grob angeglichen.

Fir die Bestimmung der pra-Transformationsmatrix wurden Fluoresbrite Carboxy BB .70 Micron
Mikropartikel in 2 % Agarose immobilisiert. (1:100 v/v) und exakt wie die eigentlichen Proben
abgebildet und verarbeitet. Die Summe der Kamera Aufnahmen und das gemittelte konfokale
Bild wurden in einem Bildstapel zusammengefasst und mit einer modifizierten Version des
StagReg-Plug-Ins fiir Image) [109] transformiert. Der Erfolg dieser Transformation wurde visuell
Uberprift und die sich durch die Transformation ergebenden Matrizen von mindesten 20 Mes-
sungen gemittelt. Diese Messung wurde jedes Mal wiederholt, wenn sich die Position der Kame-

ra geandert hat.
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2.7.3.2 Transformation der Translation
Als nachstes musste die verbleibende Verschiebung, die durch eine geringe unkontrollierte Be-

wegung des Mikroskopisches verursacht wurde, korrigiert werden.

Die Summe der Mikropartikel-Aufnahme der Kamera und das entsprechende vortransformierte
konfokale Bild wurden in einem Bildstapel zusammengefasst und mittels StackReg transformiert.
Die sich ergebende Transformationsmatrix entsprach der spezifischen Matrix fir das jeweilige

Datenpaar. Der Erfolg der Transformation wurde ebenfalls visuell Gberprift.

2.7.4 Farbverschiebung

Die Registrierung der konfokalen und Kamera-Aufnahmen erfolgte durch fluoreszierende Mik-
ropartikel mit einem Emissionsmaximum von 407 nm. Dies flhrte dazu, dass zwischen dem kon-
fokalen Membran-Kanal (Anregung bei 488 nm) und dem Einzelmolekil-Kanal der Kamera (An-
regung bei 561 nm) nach der zuvor beschriebenen Anpassung eine weitere Farbverschiebung

verbleibt, die ebenfalls korrigiert werden muss.

2.7.4.1 Bestimmung der Farbverschiebung

Um die Farbverschiebung zu bestimmen, wurden Fluoresbrite Carboxy BB .10 Micron Mikropar-
tikel und 0.2 ym Tetraspeck (Life Siences) in 2% Agarose (1:100 v/v) immobilisiert, abgebildet,
verarbeitet und registriert wie bei den Zellproben. Sowohl die 900 Bilder der EMCCD-Kamera
bei einer Anregung mit 561 nm, als auch die ersten 5 Bilder des konfokalen Kanals bei Anregung
mit 488 nm wurden gemittelt, in einem Bilderstapel zusammengefasst und mittels StackReg
transformiert. Der Erfolg dieser Transformation wurde wieder visuell Uberprift. Die entsprechen-
den Transformationsmatrizen von mindesten 20 Messungen wurden gemittelt und diese Mes-
sung jedes Mal wiederholt, wenn sich die Position der Kamera gedndert hat. Die Matrix der

Farbverschiebung wird zuletzt auf die bereits transformierten Membran-Aufnahmen angewandt.

2.7.5 Einzelmolekulbeobachtung

Die Beobachtung einzelner pra-60S Untereinheiten zur Aufschlisselung einzelner Trajektorien
wurde mit Hilfe des Image) Plug-Ins 7rackmate [110] durchgefiihrt. Flr die Partikeldetektion
wurde der LoG-based detector’ gewahlt, der zu erwartende Signaldurchmesser auf 0.5 um fest-
gelegt und die ‘Sub-Pixel-Lokalisierung aktiviert. Die sich ergebenden Detektionen wurden
durch einen automatischen Schwellenwert gefiltert.
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Fir die Bestimmung der Trajektorien aus den Einzelmolekildetektionen wurde der Simple LAP
Tracker’' genutzt. Der maximale Abstand zum SchlieBen der Licken zwischen zwei Partikeldetek-
tionen wurde auf 1 uym festgesetzt und eine maximale Bildllicke von drei Bildern erlaubt. Der

maximale Verknipfungsabstand wurde auf 1 um festgelegt.

Kamera Bilder Konfokale Bilder
- 900 Bilder Einzel.-Mol. - Membran & Mikropartikel
- 100 Bilder Mikropartikel - 30 Bilder jeweils

| |

| In TIFF konvertieren |

v \

In einzelne In einzelne
Bildstapel aufteilen Kanéale aufteilen
/ In 8-Bit konvertieren l \
[Einzelne Molekiile]  [Mikropartikel | [Mikropartikel | [ Membran |
~Substract Background* ~Substract Background*
Rolling ball radius = 50 Rolling bail radius = 10
.Enhance Contrast" ,Enhance Contrast*
0.3% saturated pixel 0.3% Saturated pixel

| |

| Vertikal spiegeln |

| |

Auf die gleiche Breite und Héhe
skalieren, wie die konfokalen Bilder —
l In 8-Bit konvertieren Sum-Projektion

Durchschnitts-Projektion
der ersten 5 Bilder

der ersten 5 Bilder

— - ~Enhance Contrast”
Max.-Projektion aller Bllder| 0.35% Saturated pixel In 8-Bit konvertieren

| |

Affine pre-Transformation
mittels StackReg-Plugin

|

Bestimmung der Translations-Matrix
mittels StackReg-Plugin

|

Visuelle Kontrolle| ——— |Transformation der Translation |

! |

[Einzelmolekiil-Verfolgung mittels TrackMate| [Korrektur der Farbverschiebung|
[ Transformiertes Membranbild |

Abbildung 2-7 - Bildverarbeitung und Registrierung der EMCCD- und der Airyscan-Aufnahmen. Details
siehe Text (aus [111]).
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2.7.6 Einzelmolekul-Lokalisierungsprazision

Die Lokalisierungsprazision der einzelnen Partikel, die mittels der EMCCD-Kamera aufgenom-

men wurden, wurde nach Mortensen et a/. (2010) bestimmt [112].

2 a2
2¢2 447 8‘1‘[b2(52+—)
o= |F i : +12+ 12
- 3 N a2N2 (2-3)

wobei Fder Korrekturfaktor fiir die EMCCD-Kamera und gleich 2 ist. a entspricht der PixelgroBe
(102 nm). s stellt die Breite des halben Maximums (388 + 15 nm) dar und wurde mit 0,1-um-
Tetraspeck Mikropartikeln gemessen, welche in 2 % Agarose immobilisiert waren. N ist die An-
zahl an Photonen pro Signal und wird auf fir den hier verwendeten Farbstoff auf 100-300 Pho-
tonen geschatzt [94] und b ist der Hintergrund in Photonen pro Pixel, was etwa N/700 ent-

spricht.

Fir 100 Photonen fiihrt dies zu einer Lokalisierungsgenauigkeit von 37 + 6 nm. Deshalb wurde
fur diese Arbeit bei Einzelmolekilmessungen immer eine Lokalisationsgenauigkeit von 43 nm

angenommen.

2.7.7 Ko-Lokalisierungsprazision

Um die verbleibende Abweichung zwischen den transformierten konfokalen Aufnahmen und
den Kameraaufnahmen zu bestimmen, wurden Fluoresbrite Carboxy BB .70 Micron Mikropartikel
und 0.2 ym Tetraspeck in 2% Agarose (1:100 v/v) immobilisiert, abgebildet, verarbeitet, regis-
triert und farbkorrigiert, wie auch die Zellproben. Die 900 Bilder der EMCCD-Kamera bei 561 nm
und die ersten 5 Bilder des konfokalen Kanals bei 488 nm wurden gemittelt und in einem Bilder-

stapel zusammengefasst.

Die verbleibende Verschiebung zwischen den Mikropartikelpositionen wurde mittels des 7rack-
Mate-Plug-Ins, mit den gleichen Einstellungen wie fir die Partikelverfolgung (Kapitel 2.7.5), ge-
messen. Hier ergab sich eine Ko-Lokalisationsprazision von 35 + 2 nm, weshalb fiir die weitere

Analyse 37 nm verwendet wurde.
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2.7.8 Bestimmung der Porenposition

Um die Positionen der einzelnen NPCs zu bestimmen, wurde der Kontrast des transformierten
Membranbildes verbessert (0,35% gesattigte Pixel) und ein Graustufen-Schwellenwert auf (160,
255) festgesetzt. Um kleinere Liicken zu schlieBen, wurde die resultierende Maske flinfmal um
einen Pixel erweitert und fiinfmal um einen Pixel verkleinert. Verbleibende Artefakte wurden
manuell entfernt, die Maske und das verbesserte Membranbild kombiniert (Image) Image calcu-
lator: 'AND') und lokale Maxima Uber die Funktion 'Find Maxima'bestimmt. Durch jedes gefun-
dene Maximum wurden vier GauB-Funktionen in 45°-Schritten mit einer Lange von 11 Pixeln
angepasst. Wenn der R>-Wert fiir die Anpassungen Gber 0,95 liegt, werden die entsprechenden

Maxima der GauBanpassung gemittelt und ergaben die jeweilige Porenposition (Abbildung 2-8).

| Transformiertes Membranbild

|

»Enhance Contrast”
0.35% Saturated pixel

,» Threshold*
(0, 160)

4

5x ,Dilate”
5x ,Erode*

4

Manuell
Bereinigen

A 4
Kombiniere Maske und

verbessertes Bild
Image calcuiator: ,AND"

\4

4Find maxima*

A4

Sub-Pixel-Lokalisierung mit dem
Durchschnittsmaximum von vier Gaul3-
Anpassungen durch die einzelnen
Maxima im verbesserten Bild

|

Finale Liste der NPC-Positionen

Abbildung 2-8 - Bestimmung der Positionen der einzelnen Kernporenkomplexe. Details siehe Text (aus
[111]).
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2.7.9 Isolation der Interaktionen mit einzelnen Kernporen

Um nun die Einzelmolekdltrajektorien zu isolieren, die mit einzelnen NPCs interagieren, wurde
um jede Einzelmolekildetektion ein virtueller Kreis mit einem Radius von 43 nm (Einzelmolekl-
Lokalisationsprazision) und um jede NPC-Position ein virtueller Kreis mit einem Radius
r = 86 nm gelegt. Dieser Radius ergibt sich aus einem mittleren Kernporenradius (r, = 65 nm),
der Einzelmolekil-Lokalisationsprazision (op =43 nm) und der Ko-Lokalisationsprazision

(6c = 35 nm).

r> ’rp2+alz+crczz86nm (2-4)

Trajektorien Finale Liste der NPC-Positionen

Einen virtueller Kreis mir r = 43 nm Einen virtueller Kreis mit r = 86 nm um jede
(Einzelmol.-Lokalisationprazision) NPC-Postion legen.

um jeden Punkt der Trajektorie legen.
| r= (57 +of +0?

* = \/(65nm)2 + (43nm)? + (35nm)?

Wenn die Kreise Uberlappen, = e
entsprechende Trajektorien isolieren. .
P J rp, Porenradius, 65 nm
'IV g, Einzelmol.-Lokalisationprazision, 43 nm

a. Co-Lokalisationprazision, 35 nm

[ Trajektorien, die mit NPCs interagieren |

Abbildung 2-9 - Identifikation einzelner pra-60S-Trajektorien, welche mit einzelnen Kernporen interagie-
ren. Details siehe Text (aus [111]).

2.7.10 Bestimmung des Membranverlaufs

Um den Verlauf der Kernhille zu definieren, wurde ein Polygon aus allen NPC-Positionen er-
stellt. Zuerst wurde der Massenschwerpunkt aller NPC-Positionen berechnet, alle Koordinaten
der Porenposition relativ zum Massenschwerpunkt transformiert und in Polarkoordinaten um-
gewandelt. Als nachstes wurden alle NPC-Positionen nach ihrem zunehmendem Polarwinkel (¢
in Abbildung 2-10) sortiert. Fir den Fall, dass verschiedene Positionen den gleichen Polarwinkel
aufweisen, erfolgte die Sortierung nach dem kleineren Radius (7). So ergab sich ein Polygon, das

den Verlauf der Kernmembran beschreibt (Abbildung 2-10).
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Finale Liste der NPC-Positionen

|

Bestimmung des Massenmittelpunkt
(CM) aller NPC-Positionen.
n

Gan =226

: /!
i=1 E o(yl’)

l x)"’ ............. R

Alle Koordinaten relativ
zum CM transformieren

X"\ _ (% _ (Xcm
(yi’) - (Yi) (yCM) l
Bestimmung der Polarkoordinaten

xi’>_> o
(yi’ (i, @)

|

Einzelne Positionen nach
steigendem ¢ sortieren.
Falls Q=9 ,nach kleinerem r sortieren.

|

| Membran-Polygon |

Y

Abbildung 2-10 - Bestimmung eines Polygons aus den einzelnen NPC-Positionen, das ungefahr den
Verlauf der Kernmembran beschreibt. Details siehe Text (aus [111]).

2.7.11 Kategorisierung der Interaktionen

Zuletzt wurden die einzelnen Interaktionen entsprechend ihrer Art in Kategorien sortiert (Tabelle
2-10 und Abbildung 2-11). Zunachst wurde geprift, ob sich der Kreis um die erste oder letzte
Einzelmolekil-Detektion mit dem Kreis um die Export-Kernpore Uberschneidet. AnschlieBend
wurde geprift, ob Start- oder Endpunkt jedes einzelnen Tracks innerhalb oder auBerhalb des
Membranpolygons liegen [113, 114]. Zuletzt wurde gepruft, ob zwischen Start und Ende das
Partikel unerwartet zwischen Innen- und AuBenseite des Polygons, also zwischen Nukleo- und
Zytoplasma, wechselt. Die Tracks wurden dann anhand ihres Start- und Endpunktes und des
Verhaltens dazwischen in entsprechende Kategorien eingeteilt. Die Summe der kontinuierlichen
Uberlappung des Einzelmolekiil- und des NPC-Kreises wurde als eine "Verweilzeit" der jeweili-

gen pra-60S-Untereinheit in der Pore betrachtet.
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Trajektorien, die mit NPCs interagieren

|Finale Liste der NPC-Positionen} |

|

Prufen, ob der Start- oder Endpunkt
jeder Spur innerhalb eines NPCs liegt

Membran-Polygon r

A 4

Prifen, ob der Start- und Endpunkt jeder
Spur innerhalb oder auRerhalb
des Membranpolygons liegt.

Y

Prifen, ob es zwischen Start- und Endpunkt unerwartete
Spriinge Uber das Membran-Polygon gibt.

| Automatischer Sortierungs-Algorithmus |

1 START? I

Zytoplasma (ZP)
ENDE?

[ e ][ nec][ zr | |NP||NPC||2P] [ we ][ nec ][ e |

Nukleoplasma (NP)

Export Import

nur Pore

!

| Visuelle Kontrolle |

Abbildung 2-11 - Automatische Sortierung der Trajektorien in verschiedene Kategorien, abhangig von
der Art der Interaktion mit der Kernpore. Details siehe Text (aus [111]).
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Tabelle 2-10 - Definitionen der einzelnen Interaktionsmdglichkeiten der pra-60S Partikeln mit einzel-
nen Kernporen.

Kategorie Erklarung

nb-Riickweisun Das Partikel wird im Nukleoplasma, wahrend der Interaktion mit

P 9 dem NPC und anschlieBend wieder im Nukleoplasma lokalisiert.
Das Partikel wird im Nukleoplasma, wahrend der Interaktion mit
Export dem NPC und anschlieBend nach der Freisetzung ins Zytoplasma
lokalisiert.

Das Partikel wird erst im Nukleoplasma und dann wahrend der In-
np-Pore-Interaktion teraktion mit der Pore lokalisiert, ist aber anschlieBend nicht weiter
verfolgbar.

Das Partikel wird erst im Zytoplasma, dann wahrend der Interaktion
Import mit dem NPC und anschlieBend nach der Freisetzung ins Zytoplas-
ma beobachtet.

o-Riickweisun Das Partikel wird im Zytoplasma, wahrend der Interaktion mit dem
P 9 NPC und anschlieBend wieder im Zytoplasma lokalisiert.

Das Partikel wird erst im Zytoplasma und dann wahrend der Interak-

zp-Pore-Interaktion tion mit der Pore lokalisiert, ist aber anschlieBend nicht weiter ver-

folgbar.

. Das Partikel wird zuerst innerhalb eines NPCs und dann nach der
np-Freisetzung . . .
Freisetzung ins Nukleoplasma lokalisiert.

Das Partikel wird zuerst innerhalb eines NPCs und dann nach der

zp-Freisetzun . . .
P g Freisetzung ins Zytoplasma lokalisiert.

nur Pore Das Partikel wird ausschlieBlich innerhalb der Pore beobachtet.
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2.8 Mobilitatsanalyse der pra-60S-Untereinheiten innerhalb des

Nukleoplasmas mittels Spot-On

In 324 Zellen wurden pra-60S-Trajektorien isoliert, die innerhalb des Nukleoplasmas, aber nicht
in den Nukleoli auftraten. In den konfokalen Aufnahmen des NTF2-Signals zeigten die Nukleoli
eine geringere Fluoreszenzintensitdat im Vergleich zum restlichen Zellkern. Dieser Unterschied

wurde genutzt, um die Nukleoli grob zu segmentieren.

Zunachst wurde im transformierten Membranbild ein Graustufen-Schwellenwert mit der 'Otsu’-
Methode [115] gesetzt. Diese Maskenbilder wurden invertiert, manuell korrigiert und der Bereich
um die Nukleoli um 15 Pixel vergroBert. Alle Trakjektorien, die sich innerhalb der Region dieser
Maske oder auBerhalb des Membranpolygons befanden, wurden flr die weitere Analyse ausge-
schlossen. So ergaben sich 7785 Trajektorien mit insgesamt 41457 Lokalisationen. Mittels des
Webinterfaces Spot-On nach Hasen et a/ (2018) [116] wurden die Diffusionskoeffizienten be-

stimmt.

Die Klassen-Breite der Sprungweiten-Histogramme wurde auf 0,02 um und die Anzahl der Zeit-
punkte auf 8 gesetzt. Nur die ersten 4 Spriinge wurden beriicksichtigt und die maximale
Sprungweite auf 1 ym gesetzt. Fir die Modellanpassung wurde ein Drei-Zustands-Modell mit
den folgenden Startparametern gewahlt: Dpouns = 0,0005-0,08 um?/s, Dsiow = 0,15-5 pm?/s,
Dpst = 0,15-25 um?/s, Foound = Fast = 0-1, Lokalisierungsfehler = 0. 043 um, Model Fit = CDF, Ite-

rationen = 3.
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2.9 Modellierung der Verweilzeit und Bestimmung der

kinetischen Parameter

Die Kinetik der Export-Verweilzeit wurde durch Anpassung eines exponentiellen Abklingmodells
entsprechend Floyd et al/ (2010) [117] an die Wahrscheinlichkeitsverteilung der Export-

Verweilzeiten mit Hilfe von Mathematica (Wolfram) ermittelt.

Generell folgt die Kinetik biologischer Prozesse oft S uni-direktional verlaufenden, verschiede-

nen einzelnen Reaktionsschritten:

ky k2 ks
A — Xy,—> X, —» - — B (2-5)

Fur jeden dieser Schritte kann ein Poisson-Prozess mit einer Geschwindikeitskonstante k ange-
nommen werden. Da letztendlich der geschwindigkeitsbestimmende Schritt die gesamte beo-
bachtete Kinetik dieses Prozesses bestimmt, kann zusatzlich angenommen werden, dass die ein-

zelnen Schritte die gleiche Geschwindigkeitskonstante aufweisen [117, 118].

A — X; — Xy — Xsy — B (2-6)

Die Wahrscheinlichkeitsdichtefunktion (probability density functions, PDF) dieser Reaktion ent-
spricht einem exponentiellem Ablkingmodell mit der Geschwindigkeitskonstante k und ist S-7
mal mit sich selbst gefaltet. Dies fiihrt zu der folgenden Funktion mit r/(S) als Gammafunktion in

Abhangigkeit der Anzahl der Reaktionsschritte S.

kStS—l
. a—tk

pdf(k, S) =
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Um zu testen, ob M verschiedene Populationen von Partikeln existieren, wie z.B. ungebundene
und ribosomal gebundene elF6-Molekile, wurden die Verweilzeitverteilungen durch einfach-,
doppelt- oder dreifach-modale (M € /7,2,3)) Funktionen modelliert [117, 118]. Zusatzlich wurde

die PDF um einen Skalierungsfaktor a und einen Anpassungskonstante b erweitert

M kSitSi—l

. = o otk

pdf(t; a,k, S, b) Z <a1 sy e ) +b (2-8)
i=

ki, Geschwindigkeitskosntante

S;, Anzahl der Reaktionsschritte

t, Verweilzeit

I', Gammafunktion

a;, Skalierungsfaktor

b, Anpassungskonstante

M, Anzahl der Modalitaten (M € [7, 2. 3))

Um das Modell auszuwahlen, das die Daten optimal beschreibt, wurde das korrigierte Akaike
Information Criterion (AIC) nach Akaike (1974) und Burnham et a/. (2002) berechnet [119, 120],
welches die Residuen der Anpassung mit der Anzahl Beobachtungen und der Anpassungspara-
meter gewichtet.

RSS
AIC=nln<T>+2k (2-9)
2k(k+1)
AICCZAIC+m (2-10)

n, Anzahl der Beobachtungen
RSS, Residuenquadratsumme
k, Anzahl der Anpassungsparameter
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2.10 Anordnung der Exportereignisse entlang der Transportachse

Um auch Information Uber die Bewegung der pra-60S-Untereinheit innerhalb der Kernpore ge-
winnen zu konnen, wurden alle Export-Trajektorien so gedreht, dass der Export entlang der
Transportachse einer Modellpore verlauft und die Position der Kernpore im Koordinatenur-

sprung liegt.

Um die Exportrajektorien entlang der Transportachse auszurichten, wurde ein Drehwinkel mit
Hilfe der zwei direkt benachbarten Kernporen zur Exportpore bestimmt (Abbildung 2-12). Im
ersten Schritt wurden alle Koordinaten relativ zur zentralen Kernporen transformiert (Abbildung
2-12-Schritt-1). Die benachbarten NPCs wurden mit einer Linie verbunden und das Lot zwischen
der zentralen Pore und dieser Linie bestimmt (Abbildung 2-12-Schritt-2 bis 4). Der Winkel zwi-
schen dem Lot und der x-Achse reprasentiert den Drehwinkel ¢. Um auch die Exportrichtung zu
bertcksichtigen, wurde die Lot-Linie um 10 Pixel verlangert. Wenn der Endpunkt dann innerhalb
des Membranpolygons lag, wurde die Trajektorie und die benachbarten Kernporen um den
Winkel ¢ gedreht. Lag der Endpunkt auBerhalb des Polygons erfolgte die Drehung um ¢ + 180°
(Abbildung 2-12-Schritt-6).

Zentrale Kernpore ~_ Schritt 1: 4 Schritt 2:
® ® :
® 5
Benachbarte Kernporen ;(0,0)
P ® @ ........................... > ®\®®
)
A
Schritt 3: Schritt 4: Schritt 5:
® !
®\é® ............. @ ........................... >
®
Schritt 6: Schritt 6.1: Schritt 6.2:
¢+180°
® \p,
®

Abbildung 2-12 - Ausrichtung der Exporttrajektorien entlang der Exportrichtung auf die Abszisse. Details
siehe Text (aus [111]).
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2.11 Bestimmung der Position von NTF2 innerhalb der Kernpore

Zur Bestimmung der Position der NTF2-Akkumulation innerhalb einzelner NPCs, wurden He-
La S3 Zellen mit HaloTag-NTF2 transfiziert und mit JF549-HaloTag-Ligand angefarbt. Die Zellen
wurden mit 4% PFA in PBS fur 10 min bei 37 °C fixiert. AnschlieBend wurden die Zellen 5x fir
10 min mit PBT-Puffer (0,5% (v/v) TritonX in PBS mit 3% (m/v) BSA) gewaschen und fir 1 h mit
einem mAb414 Antikorper (1:1000 verdiinnt; Covance, MMS-120P) bei RT inkubiert. Die Zellen
wurden wieder 3x mit PBT flr jeweils 10 min gewaschen. Zuletzt wurde fir 1 h mit einem po-
lyklonalen anti-Maus-Sekundarantikdrper, der mit AlexaFluor 488 markiert ist, (Rockland Inc,
610-152-121) inkubiert und im Anschluss wieder 3x fir 10 min mit PBT gewaschen. Zuletzt wur-

de PBS zugegeben.

Die Proben wurden mit einem Zeiss LSM 880 mit Airyscan-Detektor abgebildet, die Aufnahmen

Airyscan-prozessiert (Filterstarke ,auto”) und die Farbverschiebung korrigiert.

Um die Positionen der maximalen NTF2- und Nup62-Akkumulation zu bestimmen, wurde in
beiden Kanalen die Position der selben Kernpore manuell ausgewahlt und durch vier GauBsche
Kurvenanpassungen in 45°-Grad-Winkeln genauer lokalisiert. Die Maxima der Anpassungen

wurden gemittelt und der Abstand zwischen den Maxima von NTF2 und Nup62 berechnet.

Um herauszufinden, welches Maximum auf der nukleoplasmatischen Seite liegt, wurden die Po-
sitionen aller NPCs, wie zuvor in Kapitel O beschrieben, bestimmt und die Schwerpunkte dieser
Positionen berechnet. Das Maximum, das ndaher am Massenschwerpunkt lag, wurde als auf der

nukleoplasmatischen Seite befindlich betrachtet.
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3 Ergebnisse

In dieser Arbeit soll die Exportkinetik der ribosomalen pra-60S-Untereinheiten untersucht wer-
den. Zu diesem Zweck wurde eine stabile HelLa-Zelllinie erstellt, die HaloTag gebundenes elF6
zur Beobachtung der groB3en ribosomalen Untereinheit und eGFP-NTF2 fiir die Markierung der
Kernpore exprimiert. Darliber hinaus wurde ein kommerzielles konfokales Mikroskop mit
Airyscan-Detektor um die Mdglichkeit der Einzelmolekiilbeobachtung mittels einer HILO-
Beleuchtung und einer EMCCD-Kamera erweitert. Mit diesem Versuchsaufbau ist die Verfolgung
einzelner pra-60S-Untereinheiten und die Beobachtung der Interaktion mit einzelnen Kernporen

moglich.

3.1 elF6-HaloTag wird funktional in pra-60S-Untereinheiten inte-

griert

Um einzelne ribosomale pra-60S-Untereinheiten in lebenden Zellen verfolgen zu kénnen, mus-
sen diese fluoreszenzmarkiert werden. Hierfr wurde ein indirekter Ansatz gewahlt bei dem nicht
eins der ribosomalen Proteine selbst, sondern ein Hilfsfaktor der Ribosombiogenese als Marker
eingesetzt wird. Der gewahlte Hilfsfaktor ist eIF6, welches eine zu frihe Vereinigung der beiden
ribosomalen Untereinheiten durch Blockade der Bindungsstelle an der 60S-Untereinheit verhin-
dert [89, 91, 121]. elF6 bindet bereits im friihem Stadium der Ribosombiogenese in den Nukleoli
an die pra-60S-Untereinheit und wird erst wahrend der Finalisierung im Zytoplasma abgespalten
[90, 92]. Zur Fluoreszenzverfolgung wurde elF6 mit einem HaloTag als Fusionsprotein ko-
exprimiert und stabil durch retrovirale Transduktion in Hela S3 Zellen integriert (siehe Kapitel

2.1.5).

Eine Farbung mit 0,1 uM JF549-HaloTag-Ligand zeigt die typische Akkumulation der elF6-
Partikel in den Nukleoli (Abbildung 3-1-A) und legte nahe, dass das HaloTag-markierte elF6 be-
vorzugt an pra-60S-Partikel gebunden ist, wie bereits von Gallo et al. (2011) gezeigt. Dass sich
diese Akkumulationen wirklich innerhalb der Nukleoli befinden, kann zuséatzlich durch eine Ko-
Markierung von elF6-HaloTag mit SnapTag markiertem Pno1 (auch Dim2 genannt), ein etablier-

ter Hilfsfaktor der kleinen Untereinheit [122], gezeigt werden (Abbildung 3-1-D bis F).
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Abbildung 3-1 - (A-C) Hela S3-Zellen exprimieren eGFP-NTF2 und elF6-HaloTag. (A) elF6-HaloTag-JF549-Farbung.
(B) eGFP-NTF2. (C) Uberlagerung der beiden Kanéle. (D-F) elF6-HaloTag-JF549 zeigt die gleiche nukleolare Verteilung
wie Pno1-Snap-SiR647 ([88, 124]). (D) Hela-Zellen, die Snap-Pno1 exprimieren, gefarbt mit 647-SiR. (E) Transient
exprimiertes elF6-HaloTag angefarbt mit JF549. (C) Uberlagerung der beiden Kanile. (G) Immunoblot gegen Rpl10

nach einem Pull-Down von elF6-HaloTag in HelLa S3 Zellen, die elF6-HaloTag stabil exprimieren und in unveranderten
Hela S3 Zellen. Das vollstandige Lysat ist als Antikdrperkontrolle gezeigt (aus [111]).

Diese Bindung wurde weiter durch einen Pull-Down-Versuch von Annika Kriiger gezeigt, bei
dem HaloTag gebundenes elF6 aus dem Zelllysat auf HaloLink-Resin immobilisiert wurde. An-
schlieBend konnte durch einen Immunoblot an elF6 gebundene Proteine nachgewiesen werden.
Hier zeigt sich, dass elF6-HaloTag an das ribosomale Protein RPL10 der 60S-Untereinheit ge-
bunden ist (Abbildung 3-1-G) und eine erfolgreiche Integration von elF6-HaloTag in die pra-
60S-Untereinheiten stattgefunden hat. Bei HelLa S3 Zellen ohne elF6-HaloTag kann kein RPL10

auf dem Resin nachgewiesen werden.

Zur weiteren Funktionskontrolle wurden zu Hela Zellen, die elF6-HaloTag stabil exprimieren,
10 pg/mL Actinomycin D zugegeben, welches in die DNA interkaliert und so die RNA Synthese

blockiert [123]. Die Zellen wurden fiir 24 h in regelmaBigen Intervallen abgebildet. Nach 10 h ist
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die nukleolare Akkumulation von elF6 nahezu vollstandig aufgelost (Abbildung 3-2-A bis C).
Dies zeigt, dass die Transkription neuer Ribosomen gestoppt wurde und elF6-HaloTag in den

Nukleoli hauptsachlich ko-transkriptional zu der 60S-rRNA vorliegt.

Als Kontrolle fiir den Exportvorgang wurde in einem Experiment von Annika Kriiger die Bindung
des wichtigsten Exportrezeptors Crm1 an NMD3 durch Zugabe von LMB gehemmt [55, 125].
Dadurch sollten elF6-HaloTag gebundene Ribosomen nicht mehr exportiert werden. Hier kam es
zu einem deutlichen, aber nicht besonders umfangreichen Anstieg der nukledren Intensitat
(Abbildung 3-2-D bis F) Uber einen Zeitraum von 3 h. Dies zeigt, dass ribosomal gebundene
elF6-HaloTag-Molekiile nicht exportiert werden. Der Fluoreszenzanstieg ist jedoch nicht beson-
ders stark. Dies ist wahrscheinlich damit zu erklaren, dass freie elF6-HaloTag-JF549-Molekiile
mit einer GroBe von ~59 kDa immer noch Crm1-unabhangig zwischen Kern und Zytoplasma

diffundieren kdnnen, wie es auch fiir GFP-Dimere dieser GroBe noch maoglich ist [126, 127].
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Abbildung 3-2 - (Oben) Actinomycin D hemmt die Synthese neuer Transkripte und fiihrt zu einem Verlust
der nukleoldren Farbung, was bedeutet, dass keine weiteren Untereinheiten gebildet wurden. Konfokale
Schnitte von Hela S3-Zellen, die elF6-HaloTag stabil exprimieren, markiert mit JF549 nach Zugabe von
10 mM Actinomycin D bei (A) 0 min, (B) 300min, (C) 600 min. (Unten) LMB verhindert die Crm1-Bindung
und damit den Kernexport der pra-60S-Untereinheit, was zu einem Anstieg der intranukleéren Fluoreszenz
fuhrt. (D) elF6-HaloTag-JF549 bei 0:00 h und nach 2:30 h Inkubation mit 100 nmol/L LMB. (E) elF6-
HaloTag-JF549 bei 0:00 h und nach 2:30 h Inkubation mit 10 pL Ethanol als Kontrolle (F) Normalisierte
Fluoreszenzintensitat im Zellkern als Funktion der Zeit bei einer Konzentration von 50 nmol/L LMB (N=7,
Kreise), 100 nmol/L (N=9, Quadrate) und einer Kontrollmessung mit Ethanol (N=4, Dreiecke). Die Fehler-
balken stellen den Standardfehler des Mittelwerts dar (aus [111]).
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3.2 Lokalisation von NTF2

Zur Identifikation der einzelnen Kernporen wurde der Ran-Transportfaktor NTF2, fusioniert mit
dem autofluoreszierenden Protein GFP, als Marker verwendet und neben elF6-HaloTag stabil in
die HelLa-S3-Zellen integriert. In Airyscan Aufnahmen kénnen einzelne NPCs, welche einen mi-
nimalen Abstand von 130 nm zu benachbarten Kernporen aufweisen [128], als diskrete Fluores-

zenzmaxima identifiziert werden (Abbildung 3-1-B und Abbildung 3-3-C).

Die Position dieser Maxima innerhalb einer Pore wurde mit dem Antikdrper mAb414, der das
Nukleopurin p62 (Nup62) bindet, genauer bestimmt. Die Position dieses Antikorpers innerhalb
einzelner NPCs konnte von Schwarz-Herion et al (2007) mittels Elektronenmikroskopie be-

stimmt werden und dient somit als gute Referenz der Kernporenposition [129, 130].

Hela S3-Zellen wurden mit HaloTag-NTF2 transfiziert, mit JF549 angefarbt und im Anschluss mit
dem primaren Antikérper mAb414 und einem AlexaFluor488-markiertem Anti-Maus-
Sekundarantikorper inkubiert (Abbildung 3-3-B bis E). Die Bestimmung der genauen Position
beider Markierungen innerhalb eines Kernporenkomplexes erfolgte mittels einer GauB-
Anpassung an die klar sichtbaren Maxima (Details siehe Kapitel 2.11). Die Distanz zwischen zwei
Maxima derselben Kernpore gibt nun die Position des NTF2s in Relation zu Nup62 an. In Abbil-
dung 3-3-A ist die Distanzverteilung der NTF2-Maxima zur mittleren NTF2-Akkumulation (Posi-
tion 0 auf der x-Achse) dargestellt. Der Vergleich mit dem Model einer durchschnittlichen Kern-
pore (Abbildung 3-3-A oben) zeigt, dass das Maximum der Verteilung des NTF2s zwischen -40
bis 20 nm liegt. NTF2 akkumuliert also auf der nukleoplasmatischen Seite und im inneren Ring
der Kernpore. Aber auch ein deutlich kleineres Maximum zwischen 40 bis 80 nm auf der zyto-
plasmatischen Seite ist zu erkennen. Der durchschnittliche Abstand von NTF2 von der zentralen

Ebene der Pore betragt etwa -24 nm.
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Abbildung 3-3 - (A) Die maximale NTF2-Fluoreszenzintensitat wurde als Indikator fir die Position des
NPC-Zentrums verwendet, welche mit dem Anti-Nukleoporin p62 (Nup62)-Antikdrper mAb414 als Refe-
renz kalibriert wurde. Fir 255 NPCs in 33 Zellen wurden die Positionen der HaloTag-NTF2-JF549- und
Nup62-Maxima durch das Anpassen von vier GauB3funktionen in 45°-Winkeln bestimmt. Die vier Maxima,
welche sich aus den Kurvenanpassungen ergaben, wurden gemittelt und der Abstand zwischen den ge-
mittelten Maxima von Nup62 und NTF2 berechnet. Die endgiiltigen Abstande wurden um 10 nm korri-
giert, um die Position des Nup62-Signals in Bezug auf die zentrale Ebene des NPC zu beriicksichtigen,
entsprechend [129, 130]. Das gesamte Histogramm wurde so verschoben, dass das mittlere NTF2-
Maximum auf der Position 0 nm liegt (aus [111]). (B) mAb414 mit einem polyklonalen Anti-Maus-
Sekundéarantikdrper, markiert mit AlexaFluor488. (C) HaloTag-NTF2 gefarbt mit JF549 (D) Uberlagerung
der beiden Kanale (E) VergréBerung des in (D) markierten Bereichs. Die MalBstabsbalken entsprechen
3um.
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3.3 Kombination hochauflosender konfokaler und Einzelmolekul-

Mikroskopie

Um sowohl einzelne ribosomale Untereinheiten, als auch ihre Wechselwirkung mit einzelnen
Kernporen abbilden zu kdnnen, ist es noétig die Bewegung der Partikel moglichst schnell aufzu-
nehmen, wahrend aber zeitgleich fiir eine Zuordnung der Interaktion, die Kernmembran hoch-

aufgeldst abgebildet werden muss.
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Abbildung 3-4 - Das Zeiss LSM880 mit Airyscan-Detektor wurde um einen zusdtzlichen HILO-
Beleuchtung und eine hochempfindliche EMCCD-Kamera erweitert. Diese mdglicht die Abbildung einzel-
ner, mit elF6-HaloTag-JF549 markierter pré-60S-Partikel. Durch Umschalten des vollautomatischen Mikro-
skops in den superaufldsenden konfokalen Modus konnte die gleiche Probenregion mit Airyscan-
Mikroskopie aufgenommen werden, was die Abbildung einzelner eGFP-NTF2-markierter NPCs an der
Kernmembran ermdglichte. Zur Bildregistrierung wurden an die Zelloberfliche gekoppelte UV-
fluoreszierende Mikropartikel verwendet, die in beiden Modi zu sehen waren (aus [111]). Details zum Auf-
bau siehe Kapitel 2.6.1.

Um dies zu erreichen wurde das kommerzielle Zeiss LSM880, das mit einem Airyscan-Detektor
mit einer optische Auflésung von ca. 150 nm ausgestattet ist, um zusatzliche Laser zur HILO-
Einzelmolekilbeleuchtung und eine EMCCD-Kamera erweitert (Abbildung 3-4). Fir Details zu
den theoretischen Hintergriinden der beschriebenen mikroskopischen Methoden und dem Auf-

bau siehe Kapitel 2.6. In Abbildung 3-5 sind die Laserprofile in Fluoreszenzfarbstoffproben der
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verschiedenen Beleuchtungsmodi der zusatzlichen Laser in der lateralen Ebene dargestellt. Fur
die Epi-Weitfeldmikroskopie zeigt sich hier ein rundlicher Beleuchtungsfleck, fir die HILO-

Beleuchtung ergibt sich ein langlicheres Laserprofil.

Epi HILO

Abbildung 3-5 - Die in das LSM880 eingebaute zusatzliche Laser-Beleuchtung ermoglicht verschiedene
Beleuchtungs-Modi. Dargestellt sind die Laserprofile, sichtbar gemacht durch eine Probe bestehen aus
einer  Fluoreszenzfarbstoffmischung und 2% Agarose. Neben einer konventionellen Epi-
Weitfeldbeleuchtung ist auch eine HILO-Beleuchtung mdglich.

Die Kombination der verschieden mikroskopischen Methoden bedarf aufgrund der sehr unter-
schiedlichen Lichtwege einer sehr genauen Anpassung der resultierenden Aufnahmen zueinan-
der. Dies wurde erreicht, indem fluoreszierende Mikropartikel an die duBere Membran der Hela-
Zellen gebunden und mit beiden Methoden abgebildet wurden (siehe Kapitel 2.6.2). Diese Mar-

ker ermoglichen dann in der Datenauswertung eine Registrierung beider Bilder.

Um zu Uberprifen, ob die an die Zellmembran gebundenen Mikropartikel negative Einflisse auf
die Zellen haben, wurden zwei Viablitatstests durchgeflihrt. Zum einen wurde ein Neutralrot-
Assay nach Repetto et a/ (2008) genutzt, um die Zellviabilitat und Zytotoxizitat der Modifikation
zu Uberprifen [105]. Dabei hangt die Aufnahme des Farbstoffes Neutralrot davon ab, wie gut
die Zellen einen pH-Gradienten innerhalb der Lysosomen durch ATP-Produktion aufrecht erhal-
ten konnen. Bei einem physiologischen pH-Wert von 7,4 betragt die Nettoladung des Farbstoffs
Null und er kann somit in die Zellen diffundieren. Bei niedrigeren pH innerhalb der Lysosomen
andert sich die Nettoladung und das Neutralrot kann nicht mehr herausdiffundieren. Der von
den Zellen aufgenommene Farbstoff wurde extrahiert und die Menge mittels Absorptionsspekt-

roskopie bei 540 nm analysiert. Der Vergleich zwischen einer Kontrollprobe und einer Probe mit
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Mikropartikeln zeigt Uiber den Zeitraum von sieben Tagen keine signifikanten Unterschiede in

der Vitaliat zwischen beiden (Abbildung 3-6-A).

Als zweiter Vitalitats-Test wurde ein Trypanblau-Assay durchgefiihrt. Der Farbstoff Trypanblau
farbt dabei alle Zellen mit nicht intakter Zellmembran an [106]. Diese angefarbten Zellen werden
als tot betrachtet. Sowohl die Anzahl der lebenden, als auch der toten Zellen wurden mit Hilfe
einer Neubauerkammer gezahlt. In Abbildung 3-6-B ist das Verhaltnis der toten Zellen zu den
Lebenden gezeigt. Auch hier ergaben sich kein bedeutender Unterschied zwischen der Kontrolle
und der Probe mit Mikropartikeln nach einem bzw. drei Tagen. Nach sieben Tagen zeigt die

Probe mit den Mikropartikeln sogar ein minimal besseres Tod/Lebend-Verhaltnis der Zellen.
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Abbildung 3-6 - Viabilitatstests zeigen keine wesentlichen Unterschiede zwischen unbehandelten Zellen
und Zellen, die mit modifizierten Mikropartikel inkubiert wurden. (A) Neutralrot-Assay (B) Tod/Lebend-
Verhaltnis bestimmt durch ein Trypanblau-Assay. (Das Signifikanzniveau wurde mittels eines T-Tests er-
mittelt. * entspricht p < 0,05) Details siehe Text und Kapitel 2.6.2.3.

Die Bindung der fluoreszierenden Mikropartikel an die Zellmembran erlaubt die quasi-simultane
Abbildung der ribosomalen Untereinheiten und der Kernporen. Um die Interaktion einzelner
pra-60S-Untereinheiten mit einzelnen Kernporen quantitativ und effektiv zu verarbeiten, wurde
eine Datenanalyse in der Bildbearbeitungssoftware Image) entwickelt, die die Daten weitestge-
hend automatisiert und unabhangig auswertet. Zuerst wurden die mikroskopischen Aufnahmen
aufeinander angeglichen und transformiert. In den Einzelmolekilaufnahmen wurden die Trajek-

torien der einzelnen Partikel durch das ImageJ Plug-In 'TrackMate' [110] bestimmt und in den
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konfokalen Membran-Aufnahmen die Position der einzelnen Poren identifiziert. Der Vergleich
aller Trajektorien mit diesen Positionen ermdglicht die Isolation einzelner pra-60S-Partikel, die
mit Poren interagieren. Aus der Liste der einzelnen Kernporen wurde ein Polygon erstellt, dass
den Verlauf der Kernmembran beschreibt, um unterscheiden zu kdnnen, ob ein Partikel sich in-
nerhalb oder auBerhalb des Kerns aufhélt. So konnten die einzelnen Interaktionen durch einen
selbstentwickelten Algorithmus in verschiedene Kategorien unterteilt werden. Dieses Vorgehen

ist simplifiziert in Abbildung 3-7 dargestellt (Details, siehe Kapitel 0).
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Abbildung 3-7 - Schematische Darstellung des Messprinzips. Bei einer Anregung von 561 nm wurde eine
Bildfolge von einzelnen elF6-HaloTag-JF549-Molekiilen innerhalb eines Zellkerns mit einer hohen Rate
von 70 Hz aufgenommen. Direkt im Anschluss wurden bei einer Anregung von 405 nm die Referenzmik-
ropartikel abgebildet. AnschlieBend erfolgte mittels Airyscan-Mikroskopie bei 488 bzw. 405 nm alternie-
rend die Aufnahme von eGFP-NTF2 und den Referenzmikropartikel. Aus der Aufnahme der EMCCD-
Kamera ergaben sich die einzelnen pra-60S-Trajektorien. Die superauflosenden Bilder der NTF2-
markierten NPCs ermdglichten die Bestimmung der einzelnen NPC-Positionen entlang der Kernmembran.
Aus den beiden Satzen der Referenzmikropartikel-Bilder wurde eine Transformationsmatrix berechnet, die
zur Abbildung der pra-60S-Trajektorien auf die NPC-Positionen bendétigt wird (aus [111]).

Das Angleichen der konfokalen Aufnahmen mit den Kamera-Aufnahmen konnte bei ca. 60% der

Messungen erfolgreich durchgefiihrt werden. Insgesamt ergaben sich so 407 einzelne Messun-
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gen in 231 unterschiedlichen Zellen. Dabei wurden die ribosomalen Partikel zusammengenom-
men fUr eine Zeit von ca. 90 min abgebildet und es konnten 4349 einzelne Interaktionen der

pra-60S-Partikeln mit einzelnen NPCs identifiziert werden.

3.4 Abbildung einzelner ribosomaler Untereinheiten im Zellkern

und Mobilitat im Nukleoplasma

Der hier entwickelte Mikroskop-Aufbau ermdglicht die Abbildung einzelner ribosomaler Parti-
keln innerhalb des Zellkerns. Es ist zu erkennen, dass die pra-60S-Untereinheiten innerhalb des

Zellkerns Gberwiegend immobil vorliegen (Abbildung 3-8).

Abbildung 3-8 - Hela-Zellen, die eGFP-NTF2 (griin) und JF549 markiertes elF6-HaloTag (rot) stabil exprimieren, nach
der Bildregistrierung. Einzelne pra-60S-Partikeln konnen klar unterschieden werden. Die Zahlen stellen die Zeit in
Millisekunden dar (aus [111]).

Um die Mobilitdat im Nukleoplasma genauer analysieren zu kénnen, wurden aus allen Filmen
7785 Trajektorien mit insgesamt 41457 einzelnen Lokalisierungen isoliert, die sich ausschlieBlich
innerhalb des Nukleoplasmas und nicht innerhalb der Nukleoli befanden (Siehe Kapitel 2.8). Die-

se Trajektorien wurden mittels des Webinterfaces Spot-On [116] weiter analysiert. Spot-On er-
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stellt aus den Trajektorien eine Sprungweitenverteilung, welche sich durch ein dreistufiges Diffu-

sionsmodell beschreiben lasst.
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Abbildung 3-9 - Sprungweitenhistogramm der Spriinge im Nukleoplasma. Gezeigt ist zusatzlich die Drei-
komponentenanpassung (schwarze Kurve).

Hieraus ergab sich, dass die Partikeln in drei Fraktionen vorliegen, die in Tabelle 3-1 mit den
entsprechenden Diffusionskoeffizienten und der jeweiligen FraktionsgroBe dargestellt sind. Es
zeigt sich, dass der GroBteil der Partikeln immobil (68+2%) vorliegt und nur ein kleiner Teil frei
diffundiert (6+2%). Der schnellste Diffusionskoeffizient ist mit 1,72 + 0,1 um?/s leicht niedriger

als der von Landvogt et. al gemessene Wert von 2,3 + 0,3 um?/s fir die kleine Untereinheit [87].

Tabelle 3-1 - Diffusionskoeffizienten und GréBe der einzelnen Fraktionen der Dreikompo-
nenten-Anpassung an die Sprungweiterverteilung.

Immobil Retardiert Mobil
Diffusionskoeffizient [pm?/s] 0,01 + 0,01 0,32 £ 0,01 1,72 £ 0,1
FraktionsgroBe [%] 68 £ 2 26 + 2 6+2

Fur freies elF6-HaloTag (mit einer Molmasse von 60 kDa) kann die Mobilitdt im Nukleoplasma
abgeschatzt werden. Dazu wurde die Proteindichte entsprechend Fisher et al. (2004) [131] zu
1,41 g/cm? abgeschétzt und angenommen, dass das Protein anndhernd sphérisch ist. So ergibt
sich ein Proteinradius von Ry = 2,56 nm. Mittels der Stokes-Einstein-Gleichung berechnet sich

dann ein Diffuionskoeffizient von 19,7 pm?%/s:

D L R
elF6—Halo — 67‘[7’]R0 - ) S (3_1 )
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Die Viskositat (n) im Nukleoplasma wurde dabei zu 4,8 cP [132] angenommen und die Tempera-

tur (7) auf 310 K gesetzt. &z stellt die Boltzmann-Konstante dar.

Der resultierende Wert ist deutlich groBer als alle drei gemessenen Diffusionskoeffizienten und

zeigt, dass die detektierten Signale ribosomal gebundenes elF6 darstellen.

3.5 Interaktion einzelner ribosomaler Untereinheiten mit

Kernporen und Kategorisierung der Interaktionen

Durch Kombination der hochaufgeldsten Abbildungen der Kernporen und den entsprechenden
Einzelmolekilbeobachtungen, ist es mdglich die Interaktion ribosomaler Untereinheiten mit den
NPCs zu studieren. Hierbei konnte beobachtet werden, wie einzelne Untereinheiten sich den
Kernporen annahern und exportiert werden. Auch ein "Testen" entlang verschiedener Kern-
poren, manchmal auch mit anschlieBendem erfolgreichen Export, war zu erkennen (Abbildung
3-11-B). Um die Vielzahl an Interaktionen effektiv zu verarbeiten, wurde eine automatisierte Da-
tenanalyse entwickelt, die die Wechselwirkungen identifiziert und diese in entsprechende Kate-

gorien sortiert. (Siehe Kapitel 0 und Abbildung 3-10)

Eine Interaktion zwischen den Partikeln und den Poren wurde erkannt, wenn die Distanz zwi-
schen der Position des Partikels und der Pore unter einem Grenzwert von 129 nm lag. Dieser
Wert setzte sich aus der Einzelmolekdl-Lokalisierungsgenauigkeit, der Ko-Lokalisierungs-

genauigkeit und der GroBe einer durchschnittlichen Kernpore zusammen (Siehe Kapitel 0).

Die durch den Analyse-Algorithmus gefundenen Interaktionen der pra-60S-Untereinheiten mit
den Kernporen wurden je nach ihrer Art in eine von neun verschiedenen Kategorien unterteilt
(Abbildung 3-10, detaillierte Legende siehe Tabelle 2-10). Kann eine Interaktion nicht klar einer
Pore zugeordnet werden oder ist die Trajektorie fehlerbehaftet, wurden sie in die Kategorie 'un-
bestimmt' eingeordnet. Insgesamt identifizierte der Algorithmus 4349 Interaktionen (Abbildung
3-10). Davon zeigten 78 Ereignisse einen klaren Export-Prozess (Siehe die Darstellung aller Ex-
port-Ereignisse auf S. 109). Dies wirkt erst mal wenig, aber damit ein Ereignis als Export zahlt,
muss zum einen die Untereinheit erst klar im Nukleoplasma, wahrend der Interaktion mit der

Pore und letztendlich nach der Freisetzung in das Zytoplasma lokalisiert werden. Zum anderen
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muss auch die Kernpore selbst klar identifizierbar sein. Da die Bewegung der pra-60S-
Ribosomen jedoch nur in einer zwei dimensionalen Ebene gemessen wurde, aber die Partikel
sich im gesamten dreidimensionalen Zellraum ausbreiten, zeigen auch viele Interaktionen nur

Teilschritte.

Die Kategorie zp-Rickweisung (n=532) zeigt die Freisetzung von Partikeln aus der Pore, aber
ohne dass hier der erste Interaktionsschritt mit dem NPC zu sehen ist. Diese Ereignisse werden
wahrscheinlich auch Gberwiegend durch Exporte verursacht. Auch wurden 552 Ereignisse beo-
bachtet, bei denen eine Untereinheit aus dem Nukleoplasma mit einer Kernpore interagiert, oh-
ne dass die Freisetzung beobachtet werden konnte (np-Pore-Interaktion). Auch in dieser Kate-
gorie kdnnten zu einem Grofteil Exporte vorliegen. Ebenfalls wurde das Partikel in 799 Fallen
auch nur innerhalb der Pore lokalisiert, ohne dass eine erste Interaktion aus nukleo- oder zyto-

plasmatischer Richtung oder die Freisetzung beobachtet wurde. Moglicherweise befinden sich

)

np-Riickweisung Export np-Pore-Interaktion
(n=145) (n=78) (n=552)

darunter auch weitere Exportereignisse.

S N

Import zp-Riickweisung  zp-Pore-Interaktion
n=2) (n=761) (n = 568)

~
~—

np-Freisetzung zp-Freisetzung nur Pore
(n=229) (n =532) (n=799)

Unbestimmt: Gesamt:
n =683 n=4349

Abbildung 3-10 - Alle Moglichkeiten, wie die pra-60S-Partikel mit den NPCs interagieren kdnnen und die
Haufigkeit (n), wie oft die jeweiligen Falle auftraten (Modifiziert aus [111]).
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3.6 Nuklearer Export von pra-60S-Untereinheiten und

Exportkinetik

Besonders von Interesse sind die hier gefundenen 78 Export-Ereignisse, bei denen die Partikel
deutlich im Nukleoplasma, wahrend der Interaktion mit der Kernpore und beim Verlassen der
Pore in das Zytoplasma lokalisiert werden konnten. In Abbildung 3-11 sind drei Exporte exemp-
larisch dargestellt. Die Verweilzeiten an der Pore ergaben sich aus der Anzahl an Bildern in de-
nen der Abstand des Partikel und der Pore unter dem Grenzwert von 129 nm lag (siehe Kapitel

0). Abbildung 3-12 zeigt die Verteilung der Export-Zeiten, dabei ergibt sich eine mittlere Export-

Y
4
4 V] 4
56 84 112 140 16
252

756

Zeit von 35+20 ms.

.

8

Abbildung 3-11 - Einzelne pra-60S-Partikel, die eine einzelne Kernpore passieren. (A, B, C) Bildsequenzen,
die Export-Ereignisse zeigen. Die Zahlen stellen die Zeit in ms dar. Die Pfeile markieren das exportierte
Partikel. n = Nukleoplasma; ¢ = Zytoplasma (aus [111]).
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Die Export-Kinetik wurde durch Anpassung eines exponentiellen Abkling-Modells an die Wahr-
scheinlichkeitsverteilung der Verweilzeiten bestimmt. Um zu Uberprifen, ob verschiedene Popu-
lationen von Partikeln, wie ribosomal gebundenes und freies elF6, mit verschiedenen Export-
Zeiten existieren, wurde ein einfach, zweifach und dreifach modales Model getestet (siehe Kapi-
tel 0). In Abbildung 3-12 wird deutlich, dass eine Modalitat von 3 die Daten sehr unzureichend
beschreibt, wahrend sich flr die Kurvenanpassung zwischen einer Modalitdt von 1 und 2 kein
Unterschied ergibt. Die weitere Auswahl des geeignetsten Models wurde mit Hilfe des korrigier-
tem Akaike Information Criterion (AIC., [119, 120]) getroffen. Hierbei ergab sich, dass nur eine
Spezies an Partikeln mit nur einem geschwindigkeitsbestimmenden Schritt und so auch nur mit

einer Translokationszeit vorliegt. Der Erwartungswert der Exportdauer liegt bei t = 24+4 ms.

357
30 1
254

20

Haufigkeit

154

Wahrscheinlichkeit

10 o

14 42 70 98 126 154 182

Export-Verweilzeit [ms]

Abbildung 3-12 - Verteilung der Exportzeiten. Die gezeigten Fehlerbalken entsprechen der Abweichung
unter der Annahme eines Poisson-Prozesses. Die verschieden farbigen Linien zeigen die Anpassungen
eines exponentiellen Abklingmodells mit einer Modalitdt von M € [1, 2, 3] an die Wahrscheinlichkeitsver-
teilung der Exportzeiten (aus [111]).

Um auch raumliche Informationen innerhalb der Kernpore, wie die Lage des geschwindigkeits-
bestimmenden Schritts, untersuchen zu koénnen, wurden alle Export-Trajektorien gedreht, so
dass die Exportrichtung parallel zur Transportachse eines Modell-NPCs verlauft. In Abbildung
3-13 sind die gedrehten Trajektorien der Exporte aus Abbildung 3-11 dargestellt (Details siehe
Kapitel 0).
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Abbildung 3-13 - Trajektorien (rote Linien) der in Abbildung 3-11 dargestellten Partikeln so gedreht, dass
die Transportrichtung parallel zur x-Achse verlauft. Zusatzlich wurde die Position des zentralen und zweier
benachbarter NPCs gezeigt (griine Kreise). Die angegebenen Zeiten entsprechen der jeweiligen Export-
dauer. n = Nukleoplasma; c = Zytoplasma (aus [111]).

Die Position der zentralen Pore, durch welche der Export ablauft, diente dann dazu alle Export-
Trajektorien zu Uberlagern. Zusatzlich wurden die einzelnen Positionen aller Partikeln, die inner-
halb eines Bereichs von +100 nm in der y-Richtung der Porenachse beobachtet wurden, mit

einem Modell einer Kernpore tberlagert (Abbildung 3-14-Oben).

Die Einteilung der Transportachse in 50 nm Intervalle erméglicht so die histogrammierte Auftra-
gung der Haufigkeit der einzelnen Lokalisationen entlang der x-Achse (Abbildung 3-14-Unten).
Dabei zeigt sich ein deutliches Maximum bei 0-50 nm und legt nahe, dass sich in der Region des

inneren und des zytoplasmatischen Rings der geschwindigkeitsbestimmende Schritt befindet.

Nukleoplasma == Zytoplasma

I

70 +

40 A

Haufigkeit

20 4

10 4

<1 0.8 -0.6 -0.4 -0.2 0 0.2 0.4 0.6 0.8 21
Distanz zur maximalen NTF2-Akkumulation [um]

Abbildung 3-14 - (Oben) Alle Exporttrajektorien wurden erst so gedreht, dass die Exportrichtung der
positiven x-Achse folgt und dann mit Hilfe der Position der Kernpore, durch welche der Export ablauft,
Uberlagert. (Unten) Die Haufigkeit der pra-60S-Partikelpositionen in einer y-Achsen-Region von + 100 nm
wurde in Abhangigkeit von der Lage der durchschnittlichen NTF2-Akkumulation aus Kapitel 3.2 aufgetra-
gen. Am zytoplasmatischen Ring des NPCs trat ein Maximum auf (rote Linien) (aus [111]).
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3.7 "Gescheiterte" Exporte der pra-60S-Untereinheit

Des Weiteren wurden verschiedene Ereignisse beobachtet, bei denen Partikel mit einzelnen
Kernporen interagierten, aber dann in das Nukleoplasma zurlickkehrten, also der Export nicht
erfolgreich durchgefiihrt werden konnte. Dies betrifft sowohl Ereignisse der Kategorie ,np-
Rackweisung”, als auch ,np-Freisetzung”. Auch die Trajektorien dieser Partikel wurden, wie in
Kapitel 0 gezeigt, gedreht, sodass der Export entlang der x-Achse verlauft. Die einzelnen Positi-
onen der Trajektorien wurden wieder in einem y-Achsenbereich von £100 nm Utber das Modell
einer Pore gelegt. Hier wird deutlich, dass bei der Mehrheit dieser Ereignisse der Exportprozess

schon im nukledren Korb abbricht (Abbildung 3-15-A).

Die Verweilzeit der Partikel in der Kategorie ,np-Rickweisung” wurde ebenfalls analysiert. Nur
bei dieser Kategorie ist die vollstandige Interaktion der gescheiterten Exporte mit der Kernpore
abgebildet. Durch Anpassung eines exponentiellen Abklingmodells an die Wahrscheinlichkeits-
verteilung der Verweilzeiten, ergibt sich ein Erwartungswert von 13+3 ms (Abbildung 3-15-B).

Dieser Wert ist, wie erwartet, deutlich kleiner als flr vollstandige Exporte.
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Abbildung 3-15 - "Gescheiterte" Kernexporte von pra-60S-Partikeln. (A) Die Haufigkeit der pra-60S-
Partikelpositionen in einer y-Achsen-Region von + 100 nm wurde in Abhangigkeit von der Lage der
durchschnittlichen NTF2-Akkumulation aus Kapitel 3.2 fir die Kategorien "np-Rickweisung" und "np-
Freisetzung" aufgetragen. (B) Haufigkeitsverteilung der Interaktionszeiten der Kategorie "np-
Ruckweisung". Die gezeigten Fehlerbalken entsprechen der Abweichung unter der Annahme eines Pois-
son-Prozesses. Die blaue Linie zeigt die beste Anpassung einer einfachen exponentiellen Abklingfunktion
an die Wahrscheinlichkeitsverteilung der Verweilzeiten (aus [111]).
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4 Diskussion

In dieser Arbeit wurde die Dynamik der intranukledren Mobilitat und Kinetik der Export-
Prozesses der groBen ribosomalen untersucht. So konnten bisher unbeobachtete Erkenntnisse,
wie z.B. die Anzahl und Lage der geschwindigkeitsbestimmenden Schritte des Exportprozesses,

ermittelt werden.

Hierfir wurde zunachst elF6 entsprechend Gallo et a/ (2011) als Marker fur die pra-60S-
Untereinheit [88] eingeflihrt, um diese innerhalb einzelner HelLa-Zellen und wahrend der Inter-
aktion mit einzelnen Kernporen zu verfolgen. Diese indirekte Markierung ahnelt dem Ansatz von
Siebrasse et al. (2012) [20], die hrp36 verwendeten, um native mRNPs wahrend des Exports zu
verfolgen. In dhnlicher Weise gelang Landvogt et a/ (2019) die Markierung nativer pra-40S-
Einheiten unter Verwendung von Pno1-Snap, welches stabil in HeLa-Zellen integriert wurde, um

die Kinetik innerhalb des Zellkerns zu untersuchen [87].

In dieser Studie wurde eine Hela-Zelllinie generiert, die einerseits HaloTag-gebundenes elF6
und andererseits eGFP-NTF2 fiir die Kernporenmarkierung entsprechend Kubitscheck et al.
(2005) [19] stabil exprimiert. elF6-HaloTag wurde in vivo mit dem synthetischen Farbstoff JF549
fluoreszenzmarkiert. Uber die Konzentration des Farbstoffs kann gesteuert werden, ob die ge-
samten elF6-Molekiile angefarbt werden oder nur eine sehr kleine Anzahl, was die Abbildung

von Ribosomen als einzelne, bewegliche, beugungsbegrenzte Fluoreszenzpunkte erméglicht.

In finf verschiedenen Experimenten wurde gezeigt, dass elF6-HaloTag funktionell an die groB3e
ribosomale Untereinheit bindet. Sowohl die groBe als auch die kleine Untereinheit akkumulieren
deutlich in Nukleoli [48, 91], wie auch durch Pno1, welches Teil der 40S-Untereinheit ist [87],
oder durch ribosomale Proteine, wie Rpl29 in pra-60S-Reporter-Zelllinien [79] gezeigt werden
kann. Diese Akkumulation lasst sich ebenso fiir elF6-HaloTag beobachten. Die deutlichen Fluo-
reszenzsignale innerhalb der Nukleoli kénnen durch den Transkriptionsblocker Actinomycin D
aufgelost werden, wodurch die Produktion neuer Ribosomen gestoppt wird. Durch die Isolie-
rung von elF6 tber den HaloTag konnte in einem Immunoblot gezeigt werden, dass es Teil von
makromolekularen Komplexen ist, die auch das ribosomale Protein Rpl10 enthalten. Rpl10 ist
dabei ein wichtiger Bestandteil der groBen Untereinheit [133]. Nach Hemmung des Hauptex-
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portfaktors des pra-60S-Exports Crm1 durch LMB [55, 125] nahm die Intensitat des Fluoreszenz-
signals im Nukleoplasma entsprechend zu. Somit konnten die elF6-HaloTag-gebundenen Ribo-

somen nicht mehr exportiert werden.

Zur Lokalisation der Kernporen wurde eGFP-NTF2 verwendet. Dies erlaubte durch hochauflo-
sende konfokale Laser-Scanning-Mikroskopie die klare Identifikation einzelner Kernporenkom-
plexe als Fluoreszenzmaxima entlang der Kernmembran. Mit Hilfe von Nup62 konnte genaue die
Position des NTF2s innerhalb der Kernpore bestimmt werden. Der durchschnittliche Abstand zur
zentralen Ebene des NPCs betragt etwa -24 nm. Interessanterweise zeigten sich gelegentlich
zwei Maxima in der NTF2-Verteilung Uber die Kernpore, wie sie auch schon friiher beobachtet
wurden [134-136]. Ein sehr klares Maximum befindet sich auf der nukleoplasmatischen Seite.
Auf der zytoplasmatischen Seite hingegen zeigt sich eine deutlich geringere Akkumulation.
Ma et al. (2016) beobachteten, dass NTF2 auf der nukleoplasmatischen Seite starke Wechselwir-
kungen im Bereich zwischen -70 nm bis -40 nm und -20 nm bis 20 nm von der zentralen Ebene
aus bilden kann, wahrend auf der zytoplasmatischen Seite schwache Wechselwirkungen tber-

wiegen [134].

SchlieBlich wurde die Dynamik der Ribosomen innerhalb des Nukleoplasmas bestimmt. Der Dif-
fusionsprozess konnte durch ein dreistufiges Modell beschrieben werden, das zeigte, dass ein
groBer Teil der Partikel immobil war. Etwa ein Viertel der Partikel lag retardiert vor. Dies kann
sowohl durch sterische Hinderungen durch Kernstrukturen, als auch durch Bindungsprozesse
verursacht werden. Der Diffusionskoeffizient (0,32 + 0,01 ym?/s) dieser Fraktion entspricht dem
von Landvogt et al (2019) gemessenen Wert fir die retardierte Komponente der kleinen Un-
tereinheit (0,31 + 0,03 pm?%/s). Als groBter Koeffizient fur die freie Diffusion wurde ein Wert von
1,7 um?/s gemessen. Somit bewegt sich die deutlich gréBere pra-60S-Untereinheit erwartungs-
gemal etwas langsamer als die frei diffundierende kleine Untereinheit (2,3 pm?/s), wie von
Landvogt et al. (2019) ermittelt [122]. AuBerdem ist dieser Diffusionskoeffizient deutlich niedri-
ger als er fur freie elF6-Proteine theoretisch zu erwarten gewesen ware. Speil und Kubitscheck
(2010) zeigten das die meisten "freien" Proteine einen Diffusionskoeffizienten im Zellkern >10
um?/s aufweisen miissten [137]. Dies belegt, dass tatsichlich die pra-60S-Untereinheit und nicht

nur freies elF6 beobachtet wurde.
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Um die Interaktion einzelner elF6-Molekile mit einzelnen Kernporen zu analysieren, wurde ein
kommerzielles konfokales LSM um eine zusatzliche HILO-Beleuchtung und eine EMCCD-Kamera
erweitert, die eine Einzelmolekulbeobachtung mit einer Frequenz von etwa 70 Hz ermdéglicht. So
gelang eine quasi-simultane Abbildung der Bewegung einzelner pra-60S-Untereinheiten, direkt

gefolgt von einer hochauflésenden Aufnahme der Kernporen innerhalb desselben Zellkerns.

Da die konfokalen Aufnahmen (ber einen deutlich anderen Lichtweg als die Kamerabilder ge-
wonnen wurden, mussten die mikroskopischen Aufnahmen vor der Analyse zunachst angegli-
chen werden. Fluoreszierende Mikropartikel, die als Referenzmarker an die aul3ere Zellmembran
gebunden wurden, ermoglichten die Bestimmung einer Transformationsmatrix zur Anpassung
der mikroskopischen Aufnahmen. Diese Marker zeigten keine negativen Einfllsse auf die Zellvi-
abilitat und ermdglichen ein Angleichen der konfokalen Aufnahmen mit den Kamerabildern mit

einer Effizienz von 60%.

Damit die groBen Datenmengen mdglichst effizient und unabhangig ausgewertet werden kon-
nen, wurde eine weitgehend automatisierte Datenanalyse entwickelt, um die Bilder der verschie-
denen Mikroskopiemethoden zu registrieren, Trajektorien der Bewegung der pra-60S-
Untereinheiten zu erstellen, die Position der NPCs zu identifizieren und schlieBlich alle Interakti-

onen zu isolieren und zu kategorisieren.

Auf diese Weise wurden insgesamt 78 eindeutige Exportvorgange identifiziert, bei denen die
pra-60S-Untereinheit zunachst klar auf der nukleoplasmatischen Seite, dann wahrend der Inter-
aktion mit der Kernpore und schlieBlich nach der Freisetzung auf der zytoplasmatischen Seite
beobachtet wurde. Die Trajektorien dieser Ereignisse erlaubten die Bestimmung der Translokati-
onszeiten, sowie die Zuordnung von Bindungsstellen innerhalb der Kernpore. Die Verteilung der
Verweilzeiten konnte durch eine einfache exponentielle Abklingfunktion beschrieben werden
und legt nahe, dass es nur ein geschwindigkeitsbestimmender Schritt fiir diesen Prozess exis-

tiert. Als Erwartungswert der Translokation ergab sich 24+4 ms.

Dieser Wert liegt in der gleichen GroBenordnung wie die von Delavoie et a/ (2019) geschatzte
Translokationszeit in Hefezellen. Hier beobachteten sie mittels Elektronentomographie pra-60S-
Partikel bei der Translokation durch einzelne Kernporen. Basierend auf diesen Daten und ver-
schiedenen Annahmen ermittelten sie durch ein statistisches Warteschlangenmodell eine Ex-

portzeit von 90+50 ms [1]. Dieser Wert ist etwas hoher als die in dieser Arbeit fiir menschliche
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Zellen gemessene Exportdauer. Eine mogliche Erklarung dieses Unterschieds ergibt sich aus der
Annahme von Delavoie et al. (2019) wie viele NPCs fiir den Exportprozess zur Verfligung stehen.
Ein durchschnittlicher Hefe-Nukleus weist im Mittel 80-120 Kernporen auf. Delavoie et al. zeig-
ten, dass eine Kernpore maximal ein ribosomales Partikel zeitgleich exportiert und nahmen fir
ihre Schatzung 110 NPCs an, die fur den Export der pra-60S-Untereinheit zur Verfligung stehen.
In dieser Arbeit wurde jedoch gezeigt, dass es auch eine grof3e Anzahl von Ereignissen gibt, bei
denen der Export fehlschlagt. Da fir Ribosomen keine Kontrollmechanismen fir exportbereite
Partikel, wie sie z.B. fir mRNA beobachtet werden [138, 139], bekannt sind, kann dies bedeuten,
dass entsprechende Kernporen bereits von Ribosomen besetzt sind und vortibergehend fiir den
Export nicht zur Verfigung stehen. Dies wirde die effektive Anzahl der exportbereiten NPCs
deutlich reduzieren und in der Wahrscheinlichkeitsbestimmung zu einer schnelleren Exportzeit
fuhren. Auch die anderen Annahmen von Delavoie et a/. sind eher grob, so dass der Unterschied
zwischen der hier gemessenen und der geschatzten Verweilzeit als eher gering angesehen wer-

den kann.

Die Translokationszeit 24+4 ms stimmt auch gut mit Abschatzungen der maximalen Transport-
rate von groBeren Molekilen durch menschliche NPCs nach Ribbeck und Goérlich (2001, 2002)
Uberein. Sie analysierten den Transport verschiedener Substrate in permeabilisierten HelLa-Zellen
und ermittelten einen theoretischen maximalen Massenfluss von 80-100 MDa/s pro Kernpore
[140, 141]. Bei der in dieser Arbeit gemessenen Exportzeit werden ~35 bis 50 pra-60S-
Untereinheiten pro Sekunde exportiert. Bei einer durchschnittlichen molaren Masse von
~2,5 MDa der menschlichen groBBen Untereinheit [142, 143] ergibt sich ein Massenfluss von 87,5
bis 125 MDa/s pro NPC. Damit wird der maximal mogliche Massenfluss /n vivo erreicht. AuBer-
dem ist dieser Wert hoher als der geschatzte minimal erforderliche Fluss von 10-40 MDa/s fir

wachsende Zellen [141, 144].

Ribbeck und Gérlich (2002) zeigten ebenfalls, dass die Transportrate eines Substrats mit zuneh-
mender Anzahl von Transportrezeptoren steigt [141]. Diese Beobachtung wurde auch von Lo-
we et al (2010) bestatigt. Als Transportsubstrat wurden dort Quantum Dots (QD), fluoreszieren-
de Mikropartikel mit einem hydrodynamischen Radius von ~18+4 nm, verwendet. Diese Quan-
tum Dots waren mit Importin-B-Bindungsdomanen funktionalisiert. Je geringer nun die Anzahl

der Importin-B-Molekile war, desto langer war die Verweilzeit des Substrats im zentralen Kanal
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der Kernporenkomplexe [145]. Dies deutet an, dass fir die gro3e ribosomale Untereinheit defini-
tiv eine Vielzahl von Exportfaktoren existieren oder ein Rezeptor in mehreren Kopien an die Un-

tereinheit bindet. Sonst kdnnte die hier gemessene Translokationszeit nicht erreicht werden.

Dieser Zusammenhang konnte auch fir mRNA beobachtet werden. Eine durchschnittliche euka-
ryotische mRNA hat eine GroBe von etwa 2,2 kB [146] und Azimzi et al. (2014) zeigten durch
Molekulardynamiksimulationen, dass mindestens neun Transportrezeptoren fiir einen erfolgrei-

chen Export bendtigt werden [147].

Fur den Export der groBen Untereinheit wurden insbesondere in Hefe verschiedene essentielle
und nicht-essentielle Transporterrezeptoren identifiziert, wie Mex67/Mtr2, Rrp12p, Arx1, Ecm1,
Bud20, Npl3, Gle2 und Xpo1 (siehe Kapitel 0). Fir menschliche Zellen stellt auch Xpo1/Crm1 den
wichtigsten Exportfaktor dar, der lber eine einfache NES von NMD3 an die Untereinheit gebun-
den ist. Da jedoch nur ein einziger Crm1-Nmd3-Komplex pro pra-60S-Partikel vorhanden ist,
lasst sich vermuten, dass aufgrund der GréBe der Untereinheit und der hier gemessenen Export-

rate weitere Faktoren fur eine schnelle und effektive Translokation vorhanden sein mussen.

Zum einen scheint das Saugetier-Homolog von Gle2, RAE1, als nicht-FG-bindendes mobiles
Nukleopurin fir den Export beider Untereinheiten erforderlich zu sein [69, 76, 79, 148]. Darliber
hinaus ist der pra-miRNA- und tRNA-Exportfaktor Exp5 essentiell fiir den Export der groB3en ri-
bosomalen Untereinheiten [79]. Exp5 erkennt t/miRNAs-Substrate Giber Haarnadelstrukturen der
jeweiligen RNAs [76, 79, 149]. Uber diesen Mechanismus wirkt er wahrscheinlich auch beim ribo-
somalen Export, wobei die genaue Bindungsstelle noch unbekannt ist. Hier ware es auch még-

lich, dass mehr als ein Exp5 pro pra-60S-Partikel gebunden wird.

Delavoie et al. (2019) spekulierten auf Basis ihrer Daten fiir Hefe, dass die pra-60S-Untereinheit
zunachst transient mit dem nukledren Korb interagiert, bevor sie in den zentralen Kanal des
NPCs uber geht. Dieser Mechanismus kdnnte von Mex67/Mtr2 (und/oder anderen Rezeptoren)
abhangig sein, aber der Transport in den inneren Ring, die energetisch glinstigste Region der
Kernpore, kénnte hauptsachlich durch Crm1 bestimmt sein. Die Freisetzung in das Zytoplasma
erfordert dann ein "Herausfischen" des ribosomalen Substrats durch Nukleoporine, wie Nup159

(bzw. Nup214 bei Sdugetieren) [1]. Dieser Mechanismus ist in Abbildung 4-1-B fir Hefe gezeigt.
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Die Terminierung des Exports erfolgt normalerweise auf der zytoplasmatischen Seite der Kern-
pore oder im Zytosol durch Trennung der Rezeptor-Cargo-Komplexe. Bei mRNA geschieht dies
z.B. ATP-abhéangig durch die Helikase Dbp5, welche die Exportfaktoren, wie Mex67/Mtr2, ent-
fernt [150]. Beim ribosomalen Export ist dies nicht der Fall und Mex67/Mtr2 wird nicht durch
Dbp5 abgespalten [59]. Flr die anderen nicht-kanonischen Exportfaktoren, wie z.B. Arx1, ist der
Mechanismus der Abldsung von der 60S-Untereinheit ebenfalls unbekannt. RanGTP-abhangige
Rezeptoren, wie Exp5 und Crm1, werden nach erfolgreichem Export durch Hydrolyse von GTP

durch RanBP1/RanGAP1 von der groBen Untereinheit getrennt [144].

Besonders flir den ribosomalen Export ist die Rolle von Nup214 kritisch, sowohl bei Sdugetieren
[79], als auch in Hefe [151, 152]. Nup214 (Nup159 in Hefe) stabilisiert die Bindung zwischen
Crm1, RanGTP und dem Transportsubstrat durch mehrere FG-Bindungsstellen [153, 154]. Damit
RanGAP die Exportfaktoren abspalten kann, muss dieses selbst iber die Ran-bindenden Doma-
nen von Nup358 und RanBP1 an die Kernpore rekrutiert werden [144] . Nup214 im Komplex mit
Nup88 vermittelt die Bindung von Nup358 an den NPC und ermdglicht so ein Zusammenkom-

men der Transportfracht mit RanGAP1 (Abbildung 4-1-A).

Die in dieser Arbeit gezeigten Daten in lebenden menschlichen Zellen unterstiitzen das riboso-
male Export-Modell der Hefe von Delavoie et a/ und erweitern es fir den menschlichen Export
der groBen Untereinheit. Am nukledren Korb wurden nur kurze transiente Bindungsereignisse
beobachtet, die moglicherweise durch die transiente Interaktion von RAET mit Nup98 verursacht
werden. Der Eintritt der Partikel in den zentralen Kanal konnte durch Exp5 vermittelt werden,
ahnlich wie Mex67/Mtr2 in Hefe. AnschlieBend erfolgt der Transport in den inneren Ring. Dieser
Bereich scheint auch hier eine energetisch glinstige Region darzustellen, da dort eine hohe Ak-
kumulation an pra-60S-Partikeln lokalisiert wurde. Dies ist vermutlich durch die Vielzahl an In-
teraktionsmdglichkeiten der Partikel mit den dichtverteilten FG-Nups in dieser Region zu erkla-
ren [85, 155]. Die endgliltige Freisetzung in das Zytosol wirde zunachst die Interaktion des pra-
60S-Crm1-Komplexes mit Nup214 am zytosolischen Rand und dann die Abspaltung von Crm1
Uber den RanGAP-RanBP1-Nup358-Komplex erfordern. Der Schritt des "Herausholens" aus dem
Zentrum der Pore wiirde dann die Exportrate maBgeblich bestimmen. Dieses Modell erklart,
warum es trotz der Beteiligung von verschiedenen bekannten und mdglicherweise noch unbe-

kannten Exportfaktoren nur einen geschwindigkeitsbestimmenden Schritt gibt. Das auf Basis der
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Daten dieser Arbeit abgeleitete Exportmodell fiir den humanen Export der groBen ribosomalen

Untereinheit ist schematisch in Abbildung 4-1 im Vergleich zum Hefe-Modell dargestellt.

Inner ring

r o

nuclear ring cytoplasmic ring

Abbildung 4-1 - Vorgeschlagener Mechanismus flir den Export von pra-60S-Partikeln in (A) menschlichen
Zellen. Der humane pra-60S-Export beginnt mit der FG-unabhdngigen Interaktion von RAE1 mit Nup98.
Der Eintritt in die FG-Domanen des NPC-Kanals wird durch Exp5 und Crm1 vermittelt. Die Freisetzung aus
diesem erfordert die pra-60S/CRM1/Nup214 Interaktion an der zytoplasmatischen Seite des NPCs, die das
Partikel aus der zentralen NPC-Domane "herausholt”. AnschlieBend wird das pra-60S-Partikel in das Zyto-
sol freigesetzt, nachdem CRM1 durch RanBP1/RanGAP1 abgespalten wurde. RanBP1/RanGAP1 wird
durch Nup358 an den NPC rekrutiert. (B) In Hefe interagiert das rezeptorbeladene pra-60S-Partikel zu-
nachst transient mit Nup116 am Kernkorb lber Gle2, bevor es Mex67/Mtr2-abhangig in den inneren Ring
transportiert wird. Die Freisetzung aus diesem energetisch giinstigen NPC-Kompartiment wiirde dann
ebenfalls das "Herausholen" der Crm1/pra-60S-Partikel durch starke Wechselwirkungen mit dem asym-
metrischen Nup159, das Teil des Nup82-Subkomplexes ist, und die anschlieBende Entfernung von Crm1
durch RanBP1/RanGAP1 erfordern (aus [111]).

Die Analyse der Verteilung der Bindungstellen der pra-60S-Partikel entlang der Transportachse
innerhalb der Kernpore bestatigt ebenfalls die Ergebnisse von Delavoie et al. (2019). Die Autoren
beobachteten nur eine relativ geringe Anzahl an Partikeln im Bereich des nukleoplasmatischen
Rings, daflir aber eine deutliche Akkumulation im zentralen und eine leicht geringere im zyto-
plasmatischen Ring. Bei der hier gemessenen Verteilung der Trajektorienpositionen zeigt sich
auch ein leicht zur zytoplasmatischen Seite verschobenes Maximum und keinerlei Akkumulation
in der Region des nukledren Korbs. Delavoie et al. (2019) schlussfolgerten, dass die ribosomalen
Untereinheiten nur transient mit dem Kernkorb interagieren. Diese Beobachtung wird auch

durch die hier gemessene Verweilzeit von 13+3 ms der abgebrochenen Exporte bestatigt, wel-
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che deutlich kurzer ist, als die vollstandige Exportdauer. Dies kdnnte durch eine fehlende Quali-
tatskontrolle am nuklearen Korb erklart werden [1, 156, 157], die z.B. beim mRNP-Export existiert

[138, 139].

Der Vergleich mit dem mRNP-Export zeigt auch, dass es bei der Verteilung der Exporttrajektori-
en der pra-60S-Untereinheit entlang der Exportrichtung nur ein Maximum zentral innerhalb der
Kernpore gibt, wahrend fiir mRNP-Partikel mitunter zwei beobachtet wurden, eines an der nuk-
leoplasmatischen und eines an der zytoplasmatischen Seite [41, 50]. Fir die mRNP-Partikel wur-
de angenommen, dass das Maximum auf der nukleoplasmatischen Seite durch eine Qualitats-
kontrolle und eine RNP-Reorganisation verursacht wird, wahrend auf der zytoplasmatischen
Seite die Export-Rezeptoren entfernt werden. Derartige Prozesse scheinen jedoch fiir die ribo-

somalen Untereinheit nicht zu existieren.

Die hier gezeigten Daten erlauben eine Unterscheidung zwischen erfolgreichen und fehlge-
schlagenen Exportprozessen. Auch das "Scannen" entlang verschiedener Kernporen wurde so-
wohl vor erfolgreichen, als auch fir "gescheiterte" Exporte beobachtet. Dieser Vorgang wurde
bereits fir mRNPs gezeigt [138]. Ereignisse, bei denen der Export abbricht, traten deutlich haufi-
ger auf (n=145) als erfolgreiche Translokationen (n=78). Somit waren nur 35% der Export-
Ereignisse erfolgreich. Ahnliche Raten finden sich auch fiir mRNPs [20]. Daher kann angenom-
men werden, dass allgemein etwa 1/3 der Exporte von groBen Substraten erfolgreich ist. Die
Bindungsstellenverteilung der fehlgeschlagenen Exporte zeigt ebenfalls ein deutliches Maximum
in der Region des Kernkorbes, knapp auBerhalb des nukleoplasmatischen Ringes. Diese Ereignis-
se zeigten auch eine deutlich kirzere Verweilzeit an der Pore, als vollstandige Exporte und legen
nahe, dass die entsprechenden pra-60S-Partikel nicht in das hydrophobe Innere der Kernpore
eindringen konnten. Dies kann zwei verschiedene Ursachen haben. Entweder ist der jeweilige
NPC durch ein groBeres Substrat blockiert oder dem Partikel selbst fehlen noch wichtige Export-
faktoren, wie Crm1. Eine Aussage, ob generell einige Kernporenkomplexe temporar fir den Ex-
port geblockt sind oder ob verschiedene Arten von NPCs fiir unterschiedliche Substrate existie-

ren, kann an dieser Stelle nicht getroffen werden.
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5 Fazit und Ausblick

Ziel dieser Arbeit war es die Dynamik des Exports der groBen ribosomalen Untereinheit zu ent-
schlisseln. Dazu wurde erfolgreich eine Hela-Zelllinie erstellt, die zum einen elF6-HaloTag ex-
primiert, das zur Einzelmolekilverfolgung von pra-60S-Partikeln genutzt werden kann, zum an-
deren ermdglicht eGFP-NTF2 die genaue Lokalisation einzelner Kernporenkomplexe innerhalb
der nuklaren Hille. Um die Interaktion der groBen Untereinheit mit den NPCs studieren zu kon-
nen, wurde ein bisher einmaliger Mikroskop-Aufbau entwickelt, der quasi-simultan sowohl! die
schnelle Abbildung einzelner Partikel, als auch die Aufnahme hochaufgeldster zellularer Struktu-
ren /n vivo ermdglicht. Durch eine Uberlagerung beider Aufnahmen, kénnen Interaktionsprozes-
se untersucht werden. Diese neuartige Messmethode bietet, auch wenn sie arbeitsintensiv ist,
Uber diese Arbeit hinaus ein groBes Potential in der Untersuchung von biologischen Prozessen,
wie z.B. auch beim mRNA-Export. Dennoch ist es flr die Zukunft wichtig den experimentellen

Durchsatz zu erhéhen.

Zur effizienten und unabhangigen Auswertung und Verarbeitung der sich ergebenden Messda-
ten wurde zusatzlich eine automatisierte Datenanalyse entwickelt. So konnten insgesamt 78
deutliche Exporte identifiziert werden. Die Analyse der Kinetik zeigte klar, dass nur ein ge-
schwindigkeitsbestimmender Schritt mit einer Translokationszeit von 24+4 ms existiert. Dies
zeigt zum einen, dass einzelne NPCs einen Massenfluss von bis zu ~125 MDa/s erreichen kon-
nen und lasst auBerdem Ruckschlisse auf den zugrundeliegenden humanen Export-
Mechanismus der Ribosomen zu. Die Exportrate scheint vor allem durch die Freisetzung des
ribosomalen Partikels aus dem energetisch glinstigen inneren Ring in das Zytosol bestimmt zu
sein. Der in dieser Arbeit vorgeschlagene Exportmechanismus kénnte durch weitere Experimente
in Zukunft erweitert und verfeinert werden. So kdnnte beispielsweise durch einen gezielten und
systematischen Knockout der verschiedenen beteiligten (Export)-Faktoren, wie Rae1, Exp5 oder
Crm1, Gberprift werden, an welchen Positionen innerhalb des Kernporenkomplexes die Export-
prozesse abbrechen. Dies wirde die genaue Funktion der einzelnen Faktoren noch detaillierter

aufzeigen.
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Neben der groBen Untereinheit, ware auch eine Untersuchung des Exports der kleinen pra-40S-
Partikel in gleicher Weise von groBem Interesse, besonders im Hinblick auf die Frage, wie sich
der Export beider Partikel unterscheidet. Ebenso wirde auch die Kombination dieser Messme-
thode mit Mutations- oder RNA-Interferenz-Analysen unser Verstandnis des nukledren Trans-

ports verschiedener, groBer Substraten, wie z.B. auch mRNPs, erweitern.
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Anhang aller Export-Ereignisse

Auflistung aller 78 Export-Ereignisse, die im Rahmen dieser Arbeit beobachtet wurden. Alle Er-
eignisse wurden entsprechend Kapitel 0 so gedreht, dass der Export von links (Nukleoplasma)
nach rechts (Zytoplasma) verlauft. Dargestellt ist die Export Trajektorie (bunte Linien) mit der
jeweiligen Exportdauer und die zentrale, so wie die direkt benachbarten Kernporen (rote Kreise).
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