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Zusammenfassung

Die Lokalisationsmikroskopie ist eine neue, vielversprechende Methode der hochauflésen-
den Fluoreszenzmikroskopie. Sie ermoglicht detaillierte Einblicke in die Organisation und
den strukturellen Aufbau von Zellen. Da die Vorbereitung der Proben und das Aufneh-
men der Bilder im Vergleich zu herkdmmlichen Methoden héhere Anforderungen stellt,
mussten ihr Potential und ihre Zuverldssigkeit erst noch iiberzeugend gezeigt werden. Bis
vor kurzem wurde das Auflésungsvermdégen vorallem an Mikrotubuli gezeigt, deren fila-
mentose Struktur allerdings schon in konfokalen Bildern zu erkennen ist. Deswegen wurde
in dieser Dissertation der Kernporenkomplex (NPC), dessen Struktur in der konventionel-
len Fluoreszenzmikroskopie nicht auflésbar ist, als Modellstruktur fiir die hochauflésende
Fluoreszenzmikroskopie eingefiihrt.

Dazu wurden Kernporenkomplexe aus Kernhiillen von Xenopus laevis Oocyten mit
dSTORM (direct stochastic optical reconstruction microscopy), einer Methode der Lo-
kalisationsmikroskopie, hochaufgeldst. Damit konnte nun erstmals die Achtfachsymmetrie
dieses Proteinkomplexes lichtmikroskopisch dargestellt werden. Desweiteren konnte der
Zentralkanal mit einem Durchmesser von ca. 40 nm aufgeldst werden. Die Daten eigne-
ten sich auferdem fiir eine automatisierte Bildanalyse nach dem sogenannten “particle
averaging” - einer aus der Elektronenmikroskopie bekannten Methode, um eine Durch-
schnittsstruktur zu ermitteln.

Dariiber hinaus wurden Zweifach-Farbungen von NPCs benutzt, um verschiedene An-
sétze flir Zweifarben- Aufnahmen mit dSTORM zu testen. Neben dem mittlerweile stan-
dardmihig benutzten, sequentiellen Ansatz mit zwei spektral getrennten Farbstoffen,
wurde auch ein simultaner Ansatz mit zwei spektral {iberlappenden Farbstoffen erfolg-
reich angewandt. Auch fiir 3D-Messungen mit den Ansdtzen Biplane und Astigmatismus
eignete sich die Markierung der Kernhiille. Hier wurden jedoch A6-Zellen benutzt und
die Kriimmung des Zellkerns iiber die gefarbten Kernporen dargestellt.

dSTORM-Messungen kénnen nicht nur an fixierten, sondern auch in lebenden Zel-
len durchgefiihrt werden. Hierzu eignen sich vor allem sehr immobile Proteine, wie H2B
oder Lamin C. Anhand von SNAP-Tag- und Halo-Tag-Konstrukten konnte gezeigt wer-
den, dass sich kommerziell erhiltliche, organische Farbstoffe auch in endogener zelluldrer
Umgebung schalten lassen, wodurch Lebendzell-Aufnahmen mit dSTORM méglich sind.

Ein weiterer Teil dieser Arbeit befasst sich mit korrelativen Aufnahmen aus dSTORM
und Rasterelektronenmikroskopie (SEM). Hierzu wurden Xenopus laevis Kernhiillen zu-
erst mit dSTORM hochaufgelést und danach fiir die EM prapariert. Anschliefsend wurden
zugehdrige Bereiche am Rasterelektronenmikroskop aufgenommen. Mit den erhaltenen
korrelativen Bildern konnte gezeigt werden, dass sich dSTORM und SEM bei geeigne-
ten Proben durchaus kombinieren lassen. Proteine kénnen somit spezifisch markiert und
im Rahmen ihrer strukturellen Umgebung mit nahezu molekularer Auflésung dargestellt
werden.

Da hochwertige Aufnahmen eine ausgereifte Probenpriparation voraussetzen, darf de-
ren Etablierung nicht zu kurz kommen. Unter dieser Pramisse wurde ein optimiertes
Markierungsprotokoll mit dem Namen ClickOx entwickelt. Mit ClickOx bleibt bei der
kupferkatalysierten Azid-Alkin-Cycloaddition die Feinstruktur von Aktinfilamenten, so-
wie die Fluoreszenz fluoreszierender Proteine, deutlich sichtbar erhalten. Wihrend bei
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Zusammenfassung

den klassischen Click-Protokollen auf Grund der Entstehung von reaktiven Sauerstoff-
Spezies (ROS) feine zelluldre Strukturen, wie Aktinfilamente, angegriffen oder zerstort
werden, schiitzt das neue Protokoll mit enzymatischem Sauerstoffentzug Proteine und
somit Strukturen vor Reaktionen mit ROS. Das unterstreicht, wie wichtig es ist auch
sogenannte “etablierte” Protokolle weiterzuentwickeln, denn bestimmte Nebeneffekte in
Priparationen werden unter Umstdnden erstmals in der Hochauflésung sichtbar.

Ein weiterer Aspekt war die Untersuchung des Einflusses von D1 auf die Chromatin-
organisation. Mit verschiedenen mikroskopischen Methoden konnten Hinweise auf eine
mogliche DNA-Cross-Linking-Fahigkeit dieses Proteins gesammelt werden. Hier wurde
die Einzelmolekiilinformation der dSTORM-Filme genutzt, um unterschiedliche Grade
von DNA- bzw. Chromatin-Akkumulation zu vergleichen. Die Ergebnisse deuten darauf
hin, dass wildtypisches D1 DNA vernetzen kann. Dies erfolgt iiber die sogenannten AT-
Haken-Motive. Sobald diese alle durch Mutation funktionsunfihig gemacht werden - wie
bei der verwendeten R10xG-Mutante - lésst sich keine Akkumulation der DNA mehr
beobachten. Neben der Chromatinaggregation durch D1-Expression konnte in FRAP-
Experimenten gezeigt werden, dass nur die "echten AT-Haken eine hohe Affinitit zum
Chromatin aufweisen, die sogenannten "potentiellen” hingegen nicht.



Summary

Localization microscopy is a new and promising imaging technique, which provides de-
tailed insights into cellular organization and structural composition of cells with high
spatial resolution. Due to the challenging preparation of samples and demanding ima-
ging procedure, its potential and reliability had to be proven. Until recently the resolution
has been shown mainly on microtubules, whose structure is already visible in confocal
images. This thesis introduced the nuclear pore complex (NPC) as a more demanding
model structure for super-resolution fluorescence microscopy as the structure of NPCs
can not be resolved with conventional fluorescence microscopy.

For this purpose nuclear envelopes of Xenopus laevis oocytes were highly resolved with
dSTORM (direct stochastic optical reconstruction microscopy). With this localization
microscopy method it was further possible to resolve the eightfold symmetry of nuclear
pore complexes with light microscopy for the first time. In addition the central channel
could be resolved with a diameter of about 40 nm. Furthermore, the localizations were
used for single particle averaging, a well known image analysis method from electron
microscopy, to calculate an average structure.

Double staining of NPCs was used to check the potential of two-color imaging with
dSTORM. Beside the common way of sequential imaging with two clearly spectrally se-
parated dyes, a spectral demixing approach with spectrally overlapping dyes was applied.
Labeling the nuclear envelope was also suitable for 3D measurements using two different
approaches, i.e. biplane and astigmatism. In this case, labeled NPCs of Xenopus laevis
A6-cells were used to illustrate the bending of the nucleus.

dSTORM can be applied not only in fixed but also in living cells. Immobile proteins
such as H2B or lamin C are especially suitable for this approach. Using fusion proteins
with SNAP-Tag or Halo-Tag, it was shown that photoswitching of commercially availa-
ble organic dyes is possible in an endogenous cellular environment and thus enabeling
dSTORM in living cells.

Another aspect of this work covers correlative microscopy using dSTORM and scan-
ning electron microscopy (SEM). Therefor nuclear envelopes of Xenopus laevis were first
imaged with dSTORM and then prepared for SEM. After that, corresponding areas were
imaged with SEM. The resulting correlative images showed clearly that - assuming one
has appropriate samples - dSTORM and SEM can be fairly combined. This way specifi-
cally labeled proteins can be imaged with nearly molecular resolution in the context of
their structural environment.

Since the quality of localization microscopy strongly depends on sample preparation,
ongoing developments of labeling protocols are required. On this premise an optimized
labeling protocol called ClickOx was developed. ClickOx clearly preserves the fine struc-
ture of actin filaments and the fluorescence of fluorescent proteins when using copper-
catalyzed azide-alkine-cycloaddition. Whereas fine cellular structures such as actin fila-
ments are affected by reactive oxygen species (ROS) under standard clicking procedures,
the new protocol, which contains an enzymatic oxygen scavenger, protects proteins and
thus cellular structures from reactions with ROS. This demonstrates the importance of
further developing even so called “well established” protocols, because some side effects
may appear only in super-resolution.
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Summary

Another aspect adressed the influence of D1 on chromatin organization. Hints for a
possible DNA cross-linking ability of D1 were collected using different microscopic ap-
proaches. The single-molecule information of dSTORM measurements was used to ana-
lyse chromatin aggregation induced by D1 expression. The results indicate that wildtype
D1 can cross-link DNA with its AT-hooks. Consequently the loss-of-function mutant
R10x G is unable to aggregate chromatin. Furthermore FRAP experiments were perfor-
med to demonstrate that only “true” AT-hooks in D1 have a strong affinity to chromatin,
but not the so called “potential” AT-hooks.
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1. Einleitung

1.1. Die zunehmende Bedeutung der hochauflésenden
Fluoreszenzmikroskopie in der Biologie

1.1.1. Klassische Lichtmikroskopie und Fluoreszenzmikroskopie

Das Beobachten von kleinsten Strukturen, welche das menschliche Auge nicht mehr wahr-
nehmen kann, gehort schon seit langem zu den zentralen Aspekten der biologischen For-
schung. Der niederlédndische Forscher Antoni van Leeuwenhoek (1632-1723) war der erste
Mensch, dem es gelungen war, Bakterien sichtbar zu machen [Smit and Heniger, 1975]. Er
gilt seither als einer der Griindervéter der Zell- und Mikrobiologie. 1838 entdeckte Matt-
hias Schleiden mit einem einfachen Lichtmikroskop erstmals, dass einzelne Zellen die
Grundbausteine fiir Pflanzen und Tiere bilden [Schleiden M. J., 1838]. Ernst Abbe zeig-
te 1873, dass die Auflésung der Lichtmikroskopie durch Beugung begrenzt ist und somit
nicht besser als die halbe Wellenlénge des Lichts sein kann [Abbe, 1873|. Diese Auflésungs-
grenze wird auch als Abbe-Limit bezeichnet. Mit der Einfiihrung der Phasenkontrast-
Mikroskopie in den Vierziger Jahren, welche eine Erhéhung des Kigenkontrastes von
Strukturen zur Folge hat, sowie der Entwicklung der Differential-Interferenzkontrast-
Mikroskopie in den Fiinfzigern, konnten z.B. lebende Zellen deutlicher abgebildet werden.
Diese Optionen finden sich daher haufig bei Zellkulturmikroskopen wieder.

Nachdem Adolf von Baeyer 1871 erstmals Fluorescin synthetisierte [Baeyer, 1871] und
die Firma Carl Zeiss ab 1908 die ersten Fluoreszenzmikroskope zur Anregung von Fluoro-
chromen entwickelte, folgten immer neuere organische Farbstoffe und bessere Technologi-
en. Inzwischen zéhlen Fluoreszenzmikroskope zur Standardausstattung in vielen zellbio-
logischen Laboren. Mittels Immunfluoreszenz-Markierung kénnen spezifische Molekiile
lichtmikroskopisch auf fixierten Zellen lokalisiert werden (im Cytoplasma, Zellkern, Mit-
ochondrien,...). Seit der Entdeckung von fluoreszierenden Proteinen [Shimomura et al.,
1962], ist eine Lokalisation von Proteinen auch in lebenden Zellen méoglich. Die Einfiih-
rung der konfokalen Laser-Scanning-Mikroskopie (CLSM), bei welcher durch Abrastern
mit einem Laserstrahl einzelne Ebenen scharf abgebildet werden, erlaubte noch kon-
trastreichere Bilder, da hier durch ein vorgeschaltetes Pinhole ausschlieflich Fluoreszenz
aus der Fokalebene zum Detektor gelangt. Diese Methode wird heute gerne fiir drei-
dimensionale Aufnahmen - insbesondere auch von Gewebeschnitten - genutzt. CLSMs
ermdglichten auch Folge-Anwendungen wie die Fluoreszenzerholung nach Photobleichen
(FRAP), womit auch Messungen von Proteindynamiken in lebenden Zellen moglich sind
[Meyvis et al., 1999].

Allerdings bleibt die klassische Fluoreszenzmikroskopie beugungsbegrenzt. Die abbe-
sche Auflosungsgrenze wurde mittlerweile jedoch mit verschiedenen Methoden unter-
schritten. Hierzu gehoren z.B. verschiedene Formen der Lokalisationsmikroskopie [Sauer,
2013], auf welche im néchsten Absatz genauer eingegangen wird, sowie Ansétze mit struk-
turierter Beleuchtung (SIM, Structured Illumination Microscopy) [Gustafsson, 2000] oder
stimulierter Emission (STED, Stimulated Emission Depletion) [Klar et al., 2000]. Alle
Methoden lassen sich unter dem Begriff der ,hochauflésenden Fluoreszenzmikroskopie
(Super-Resolution) zusammenfassen.



1. Einleitung

1.1.2. Lokalisationsmikroskopie

Normalerweise iiberlappen die Punktspreizfunktionen (PSFs) von emittierenden Fluoro-
phoren innerhalb eines beugungsbegrenzten Bereichs. Der Grundansatz der Lokalisati-
onsmikroskopie besteht nun darin, diese PSFs zeitlich so zu separieren, dass sie gentigend
Abstand zueinander haben, um ihre Zentren zu lokalisieren. Zum Schluss wird aus allen
einzelnen Lokalisationen ein finales Bild rekonstruiert.

Dazu muss die Fluoreszenz der einzelnen Molekiile einer Probe zeitlich und rdumlich
getrennt und iiber einen ldngeren Zeitraum detektiert werden. Fluorophore miissen da-
her einen langen, nicht fluoreszierenden Aus-Zustand und einen kurzen fluoreszierenden
An-Zustand haben. Um das zu erreichen, kénnen photoschaltbare organische Farbstoffe
bei STORM |Bates et al., 2007] und dSTORM [Heilemann et al., 2008| oder photoak-
tivierbare Proteine bei PALM (photoactivated localization microscopy) [Betzig et al.,
2006] und FPALM (fluorescence photoactivation localization microscopy) [Hess et al.,
2006] verwendet werden. Die An-Zusténde treten zufillig iiber die Zeit verteilt auf und
werden nacheinander auf vielen einzelnen Bildern aufgenommen. Die Position der einzel-
nen Molekiile kann dann durch Fitten einer Punktspreizfunktion (PSF) bestimmt werden
[Bobroff, 1986, Thompson et al., 2002]. Deswegen diirfen nicht zuviele Molekiile gleich-
zeitig an sein. Hierbei spielen Kinetiken des Photoschaltens sowie die Markierungsdichte
der Proben eine grofe Rolle [van de Linde et al., 2010]. Zum Schluss wird die Information
(Lokalisationen der Fluorophore) aller Einzel-Bilder in einem rekonstruierten finalen Bild
zusammengefasst.

An-Zustand Aus-Zustand
o R
ISC 2 f *

\ red A
Al F Q Cr—
[0} S

Abbildung 1.1.: Photoschalten von organischen Farbstoffen unter reduzierenden Bedin-
gungen. Bei der Anregung wechselt der Fluorophor zwischen dem Singulett Grundzustand
LFy und dem ersten angeregten Zustand 'Fy hin und her (A = Absorption, F = Fluo-
reszenzemission). Durch ISC (Inter System Crossing) kann der Farbstoff in ein Tripleti-
System tibergehen (*F). Die Tripletts konnen entweder durch Sauerstoff gequencht wer-
den (Q) oder durch Reduktionsmittel, wie Thiole, gequencht werden(red = Reduktion),
wobei Fluorophor-Radikale (R) entstehen. Fin Teil der Fluorophore kann ein zweites
FElektron akzeptieren und liegt dann in der vollstindig reduzierten Leukoform (L) vor.
Radikal- wnd Leukoform kénnen durch Owzidation (ox) in den Singulettzustand zurick-
kehren. Bei den meisten Rhodamin-Derivaten kinnen die Farbstoffradikale zusdtzlich in
einem Anregungsbereich um 400nm absorbieren (oben rechts). Aus [van de Linde et al.,
2013] mit freundlicher Genehmigung von Elsevier.

Bei dSTORM wird mit organischen, photoschaltbaren Farbstoffen gearbeitet. Durch
Anregung mit Licht der richtigen Wellenléinge und Intensitét, sowie einer reduzierenden
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Umgebung werden die meisten Fluorophore in einen stabilen Aus-Zustand iiberfiihrt (s.
Abb.1.1). Die Anregung fithrt zunéchst dazu, dass Fluorophore Licht absorbieren und
zwischen ihrem Grundzustand (Singulett) und erstem Anregungszustand hin und her
wechseln. Wenn sie zum Grundzustand zuriickkehren, emittieren sie Photonen, wodurch
Fluoreszenz beobachtet werden kann. Fluorophore kénnen jedoch auch durch das soge-
nannte ,Inter System Crossing” in den Triplett-Zustand gelangen.

Dieser wird entweder durch Sauerstoff gequencht, wodurch der Fluorophor wieder in
den Grundzustand zuriickkehrt oder aber durch Reduktionsmittel, wie z.B. Thiole, in
den Radikalzustand iiberfithrt. Ein Teil der Radikale kann noch ein weiteres Elektron
aufnehmen und liegt dann in der vollstdndig reduzierten Leukoform vor. Radikal- und
Leukoform eines Fluorophors kennzeichnen seinen Aus- oder Dunkelzustand. Beide kon-
nen durch Oxidation wieder in den Singulettzustand zuriickkehren. Fluorophore kénnen
solange zwischen An- und Aus-Zustand hin und herwechseln, bis sie photochemisch zer-
stort werden. Man spricht dann auch vom Photobleichen, da die Molekiile nach irrever-
siblen kovalenten Anderungen nicht mehr fluoreszieren.

Wichtige photoschaltbare Farbstoffe sind z.B. Cyaninfarbstoffe, wie Cy5 oder Alexa 647,
die am besten unter Sauerstoffausschluss funktionieren [Heilemann et al., 2005], oder
Rhodaminfarbstoffe wie ATTO 488 und TMR, (Tetramethylrhodamin), bei welchen die
Zugabe eines Reduktionsmittels wie MEA (3—Mercapto-Ethylamin, Cysteamin) oder so-
gar die endogene zellulire Umgebung von lebenden Zellen ausreichend ist [Klein et al.,
2011, van de Linde et al., 2011].

Die Schaltraten der Farbstoffe sind abhéngig von der Laserleistung und der chemischen
Umgebung. Durch Anpassen von pH-Wert, Konzentration des Reduktionsmittels und
eventuellen Sauerstoffentzug kann das Schaltverhalten angepasst werden [van de Linde
and Sauer, 2014].

Lokalisationsmikroskopie erzielt nicht nur eine hohe Auflsung (lateral besser als 20 nm
moglich), sie ist auch deutlich weniger invasiv als beispielsweise Elektronenmikroskopie
und dadurch auch fiir empfindlichere Anwendungen in der Biologie geeignet. Desweiteren
kann die gewonnene Einzelmolekiil-Information nicht nur zur Rekonstruktion hochaufge-
l6ster Bilder, sondern auch fiir weiterfithrende Analysen verwendet werden.

1.1.3. Korrelative Mikroskopie

Elektronenmikroskopische Aufnahmen erlauben eine nahezu molekulare rdumliche Auflo-
sung. Korrelative Mikroskopie erm6glicht zum einen die Darstellung der gesamten biolo-
gischen Struktur im EM-Bild und zum anderen die spezifische Markierung einzelner Pro-
teine im Kontext dieser Struktur. Mittels goldmarkierter Antikérper kann man zwar auch
Immunlokalisationen auf EM-Praparaten durchfiihren, doch erscheint dem ungeiibten Be-
trachter ein Fluoreszenzbild in der Regel eingéngiger als eine EM-Immunlokalisation, bei
der elektronendichte Goldpartikel als schwarzen Pilinktchen dargestellt werden. Die Fi-
xierung und Probenvorbereitung fiir EM kann aufserdem zu Problemen in Bezug auf die
Zugénglichkeit oder die Haltbarkeit der Antikérper fithren. Es ist technisch nicht einfach,
sowohl die Ultrastruktur, als auch die Antigenreaktivitit zu erhalten [Morphew, 2007].
Bei der vorhergehenden Fluoreszenzmikroskopie konnen Markierung und Messung noch
unter milderen und ,nativeren” Bedingungen ablaufen. Andererseits wurde gezeigt, dass
fluoreszierende Proteine, wie GFP, ihre Fluoreszenz nach Behandlung mit Uranylacetat
nicht verlieren. Sie konnen, wie neuerdings auch chemische Tags, sogar nach den elektro-
nenmikroskopischen Aufnahmen detektiert werden |[Perkovic et al., 2014]. Insbesondere
die Kombination aus hochauflosender Fluoreszenzmikroskopie und Elektronenmikrosko-
pie steht zur Zeit im Fokus der Biophysik. Kombinationen aus STED & EM, PALM &
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EM sowie iPALM (interferometric PALM) & EM wurde bereits publiziert [Sochacki et al.,
2014, Watanabe et al., 2011]. Im Rahmen dieser Arbeit wurden korrelative Bilder aus
dSTORM- und Rasterelektronenmikroskopie-Aufnahmen von Kernhiillen aus Xenopus
laevis Oocyten erstellt [Publikation eingereicht].

1.1.4. Anforderungen an die Probenvorbereitung

Fiir Lebendzell-Beobachtungen, oder aber wenn kein Antikorper gegen ein Protein zu Ver-
fligung steht, wird haufig auf Fusionsproteine zuriickgegriffen, die aus dem gewiinschten
Protein und einem gentechnisch angehéingten fluoreszierenden Protein bestehen. Dazu
gehoren z.B. das griin fluoreszierende Protein (GFP) oder das rot fluoreszierende Protein
(RFP). Diese in der Biologie hiufig benutzten, klassischen Standardmarker miissen fiir die
Lokalisationsmikroskopie durch photoaktivierbare Proteine oder durch Tags, an welche
organische Farbstoffe binden kénnen, ersetzt werden. Dazu gehoren z.B. die kommerziell
erhéltlichen SNAP-, CLIP- und Halotags sowie eDHFR ( Escherichia coli Dihydrofolatre-
duktase), an welches farbstoffmarkiertes Trimethoprim (TMP) binden kann [Wombacher
et al., 2010]. Im Rahmen dieser Arbeit wurden u.a. Versuche mit SNAPtag durchgefiihrt
und publiziert [Klein et al., 2011|. Bei fixierten Proben kann alternativ auch mit direkt
markierten anti-GFP-Antikérpern oder Nanobodies gearbeitet werden [Ries et al., 2012].

Fiir Hochauflsung ist es bei Immunfluoreszenzen sinnvoll auf F(ab’)s-Fragmente statt
kompletten IgG-Antikérpern zuriickzugreifen, denn die Grofle der Markierungsproteine
spielt eine nicht zu unterschitzende Rolle. Prinzipiell gilt, je kleiner die Labelmolekiile
sind, umso genauer kann eine Struktur aufgelést werden. Hier bietet insbesondere die
Click-Chemie mit farbstoffmarkierten Alkinen oder Aziden interessante Ansétze [Kolb
et al., 2001|. Durch die kovalente Bindung zwischen Alkin und Azid, kann hier sehr spe-
zifisch und vor allem sehr sauber markiert werden. Im Rahmen dieser Arbeit wurde auf
der Basis eines Standard-Clickprotokolls [Salic and Mitchison, 2008] ein strukturscho-
nendes Clickprotokoll entwickelt und unter dem Namen ,ClickOx“-Protokoll publiziert
[Loschberger et al., 2014b]. Spezifisch bindende Toxine oder Lektine, wie Phalloidin oder
Weizenkeimagglutinin (WGA), stellen, wenn sie direkt markiert sind, auch geeignete,
kleine Marker dar. WGA wurde in dieser Arbeit zur Darstellung des Zentralkanals von
Kernporenkomplexen verwendet [Loschberger et al., 2012].

1.2. Der Kernporenkomplex als Modellstruktur fiir die
hochauflésende Mikroskopie

Biologische Funktion

Mit ~120 MDa gehort der Kernporenkomplex (nuclear pore complex, NPC) zu den grof-
ten eukaryotischen Proteinkomplexen. NPCs perforieren die Doppelmembran der Kern-
hiille, welche das Genom im Zellkern umgibt. Die Hauptfunktion der Kernporen ist der
nukleocytoplasmatische Transport. Wahrend kleine Molekiile, wie lonen, kleinere Meta-
bolite oder globulidre Proteine von 20-40 kDa, ungehindert durch die Poren in den Kern
hinein und auch heraus diffundieren kénnen, werden Makromolekiile duflerst selektiv
transportiert. Kernproteine enthalten ein Kernlokalisationssignal (nuclear localization si-
gnal, NLS) aus basischen Aminoséuren, um nach der Synthese im Cytoplasma an ihren
Bestimmungsort im Zellkern transportiert werden zu kénnen. Dieser Import erfolgt iiber
sogenannte Importine. Der Export von Proteinen, tRNAs sowie der Untereinheiten von
Ribosomen, die ja im Zellkern in den Nukleolen zusammengefiigt werden, erfolgt mit
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Hilfe von Shuttleproteinen. Diese enthalten neben einem NLS auch ein Kernexportsignal
|Wente and Rout, 2010|. Neben ihrer zentralen Transportfunktion sind NPCs indirekt an
vielen weiteren Prozessen wie Transkription, Replikation, DNA-Reparatur, Trennung der
Chromosomen, Zelltod und Seneszenz beteiligt [D’Angelo and Hetzer, 2008, Strambio-
De-Castillia et al., 2010].

Aufbau und Struktur

Das Vorhandensein von Kernporen in der Kernhiille wurde bereits vor iiber 60 Jahren auf
elektronenmikroskopischen Aufnahmen gezeigt [Callan and Tomlin, 1950|. Wenige Jahre
spater wurde erstmals die Oktagonalitét der Kernporen beschrieben [Gall, 1967|. Kern-
porenkomplexe sind radférmige, zylindrische Proteinkomplexe mit einem Durchmesser
von ca. 125nm und einer Hohe von ca. 70nm. Sie enthalten acht radialsymmetrische
Speichen und einen Zentralkanal mit 35-50 nm Durchmesser. An die cytoplasmatische
Ringstruktur schliefien Filamente an, welche lose ins Cytoplasma ragen. Die Ringstruk-
tur auf der nukleoplasmatischen Seite der Kernhiille ist mit einer korbdhnlichen Struktur,
dem sogenannten ,Basket“, verbunden [D’Angelo and Hetzer, 2008, Scheer et al., 2005].
Mit Hilfe von Kryo-Elektronenmikroskopie wurde die Gesamtstruktur der Kernporen-
komplexe bereits mit einer Aufldsung von ~10nm dargestellt [Beck et al., 2004; 2007,
Maimon et al., 2012].

Die Kernporenkomplexe selbst bestehen aus mehr als 30 verschiedenen Nukleoporinen,
welche je Komplex acht mal oder hiufig auch in durch acht teilbarer Kopienzahl vorliegen
[Cronshaw et al., 2002|. Die meisten dieser Proteine assoziieren in biochemisch stabilen
Subkomplexen und dienen vermutlich als Bausteine der NPCs. Zu den strukturellen Mo-
tiven der Nukleoporine gehoren -Propeller, a-Solenoide, FG-Repeats (Wiederholungen
der AS Phenylalanin und Glycin), coiled-coiled und transmembrane Doménen.

Bis auf drei Transmembranproteine, welche den Kernporenkomplex in der Kernhiille
verankern, sind alle Proteine 16slich |[D’Angelo and Hetzer, 2008|. Zu den Verankerungs-
proteinen gehort auch das 1982 erstmals beschriebene gp210 [Gerace et al., 1982], welches
im Rahmen dieser Arbeit mittels Immunfluoreszenz markiert und mit dSTORM hoch-
aufgelost wurde [Loschberger et al., 2012]. Das integrale Membranprotein gp210 besitzt
einen kleinen cytoplasmatischen C-Terminus und lokalisiert ansonsten im perinukledren
Bereich der Kernmembran [Greber et al., 1990]. Desweiteren bildet es vermutlich Dimere
[Favreau et al., 2001]. Neben gp210 wurde im Rahmen dieser Arbeit auch der Zentralkanal
markiert. Hierfiir wurde Weizenkeimagglutinin (WGA) verwendet, welches an N-Acetyl-
Glucosamine von Nukleoporinen, wie beispielsweise Nup62 im zentralen Kanal, bindet
[Davis and Blobel, 1987, Krohne et al., 1978].

Eignung als Modellstruktur

Mit einem Durchmesser von ~125nm liegen Kernporen unterhalb der Auflésungsgren-
ze der klassischen Lichtmikroskopie. Aufterdem ist ihre Struktur - insbesondere die ra-
dialsymmetrische Achtfachsymmetrie - bereits aus der Elektronenmikroskopie bestens
bekannt. NPCs weisen somit nicht nur eine ideale Grofe auf, ihr symmetrischer Auf-
bau liefert bereits eine interne strukturelle Kontrolle. Man erkennt also sehr schnell, ob
Messungen funktionieren oder nicht.

Die Kernhiillen von Xenopus laevis zeichnen sich desweiteren durch eine sehr hohe Po-
rendichte aus [Scheer et al., 2005]. Diese hat nach der Markierung eine hohe Labeldichte
mit Fluorophoren zur Folge, was eine weitere Herausforderung an die Lokalisationsmikro-
skopie stellt. Desweiteren kénnen die Kernhiillen von Xenopus laevis Oocyten sehr flach
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auf Deckglas prépariert werden, wodurch die dSTORM-Messung nicht durch zusétzliche
storende Signale aus einer anderen Ebene des Préparats beeinflusst werden kann. In die-
ser Arbeit wurden die Kernporen als Modellstruktur fiir die hochauflésende Fluoreszenz-
mikroskopie eingefithrt. Sie dienten als solche fiir 2D-dSTORM, Zweifarben-dSTORM,
3D-dSTORM sowie fir erste korrelative Bilder aus dSTORM und Rasterelektronenmi-
kroskopie.

1.3. Chromatinorganisation durch D1

1.3.1. Chromatinaufbau

In eukaryotischen Zellkernen ist die DNA stets mit Proteinen assoziiert, welche DNA
verpacken. Diesen Komplex aus DNA und Proteinen bezeichnet man als Chromatin. Die
Grundeinheit des Chromatins besteht aus DNA und kleinen basischen Histon-Proteinen,
welche zusammen die Nukleosomen bilden. Die DNA windet sich hierbei alle 145-147 bp
um den Nukleosomenkern, welcher aus einem Oktamer aus den vier Core-Histonen H2A|
H2B, H3 und H4 besteht [Finch et al., 1977, Luger et al., 1997]. Die regelméfig ange-
ordneten Nukleosomen werden durch 10-60 bp lange Linker-DNA-Abschnitte getrennt,
an welche das Linker-Histon H1 binden kann [Luger et al., 2012|. Diese perlenférmige,
11nm breite Fibrille ist die erste Verpackungsstufe der DNA [Finch et al., 1977, Sajan
and Hawkins, 2012]. Die zweite Stufe ist die sogenannte 30 nm Faser, in der die Nukleo-
somen helixférmig kondensiert werden und deren Existenz in vivo teilweise umstritten
ist [Tremethick, 2007]. In der néchsthéheren Kondensationsstufe lagert sich die 30 nm-
Faser schleifenformig entlang eines Nicht-Histon-Proteingeriists (,scaffold”), wodurch das
Interphase-Chromosom gebildet wird [Earnshaw and Laemmli, 1983]. In der Metaphase
erhilt das Chromatin durch SMC-Proteine (structural maintenance of chromosome) seine
kompakteste Form [Hirano, 2006|. Das Interphasechromatin kann in weniger dicht gepack-
tes, transkriptionell aktives Kuchromatin und stark kondensiertes, transkriptionell eher
inaktives Heterochromatin unterteilt werden. Hauptséchlich Strukturfunktion besitzt das
konstitutive Heterochromatin, zu welchem Centromere, Telomere und Satelliten-DNA ge-
hoéren. Heterochromatin mit codierenden Bereichen, die abhingig von Differenzierungs-
oder Entwicklungsphasen aktiv sein kénnen, nennt man fakultatives Heterochromatin.
Es ist vor allem in ausdifferenzierten Zellen von Bedeutung [Grewal and Jia, 2007].

Neben den Histonen, gibt es eine Reihe weiterer Proteine, welche an der Chromatin-
organisation beteiligt sind. Dazu gehdren z.B. die HMG-Proteine, welche im Chroma-
tin die zweithdufigste Proteinklasse neben den Histonen bilden [Bianchi and Agresti,
2005, Bustin, 1999|. Sie werden in Anlehnung an ihre DNA /Chromatin-Bindedoménen
in die Familien der HMGA (AT-Hook), HMGB (HMG-Box) und HMGN (Nukleosomale
Bindungsdoméne)-Proteine unterteilt. Alle HMG-Proteine binden dynamisch und rever-
sibel an Chromatin |[Catez and Hock, 2010]. Ihr Einfluss bei der Chromatinorganisation
und Modulation des Chromatins wird an den Prozessen deutlich, an denen sie beteiligt
sind. Dazu gehoren Transkription, Replikation, Reperatur und epigenetische Modifika-
tionen [Hock et al., 2007].

1.3.2. Die AT-Hook-Proteine der HMGA-Familie

Die hoch konservierten HMGA-Proteine kommen in Zellkernen von Hefen, Pflanzen und
Tieren vor. Sie spielen eine bedeutende Rolle bei der Chromatinorganisation, da ihre
Bindung an das Chromatin Prozesse wie Transkription, Replikation und DNA-Reparatur
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férdern oder unterdriicken kann. Sie sind zudem mafsgeblich an Differenzierungsprozessen
von Zellen beteiligt und konnen bei Fehlregulation auch Krankheiten auslosen. So weisen
maligne Tumore hiufig eine Uberexpression von HMGA auf [Hock et al., 2007, Reeves,
2010]. Die maximale Expression von HMGA selbst findet in der Embryonalentwicklung
statt, wihrend es in adulten Zellen nur auf sehr geringem Level vorkommt [Chiappetta
et al., 1996].

Die vier Vertreter der Familie setzen sich aus den drei Spleifsvarianten von HMGA1
(HMGA1la, HMGA1b, HMGA1lc) und HMGA2 zusammen. Das charakteristische Merk-
mal dieser Familie sind die sogenannten AT-Hooks (AT-Haken), mit welchen HMGA-
Proteine an AT-reiche Sequenzen in der kleinen Furche der B-Form DNA binden. Die
drei Hauptvertreter (HMGAla, HMGA1b, HMGAZ2) besitzen drei separate AT-Hooks,
HMGAT1c¢ nur zwei. HMGAla und HMGA1b unterscheiden sich nur durch eine Amino-
sduresequenz von 11 AS, die bei HMGAla zwischen dem ersten und zweiten AT-Haken
liegen und bei HMGA1D fehlen [Johnson et al., 1989]. Auberdem weisen HMGA Prote-
ine eine extrem hohe Anzahl von posttranslationalen Modifikationen auf [Reeves, 2001].
Desweiteren kann HMGAT1 nicht nur an DNA binden, sondern auch DNA quervernetzen,
was von Benjamin Vogel biochemisch und mittels Elektronenmikroskopie gezeigt wurde
und im Rahmen dieser Arbeit ergénzend mit dSTORM-Bildern sichtbar gemacht wurde
[Vogel et al., 2011].

1.3.3. Das chromosomale Protein D1 aus Drosophila
Chromatin in Drosophila

Das Genom von Drosophila liegt, wie das von anderen Eukaryoten, in Form von Chro-
matin vor. Dieses wurde vor kurzem in fiinf Haupttypen unterteilt. Es wird nicht mehr
nur zwischen Eu- und Heterochromatin, sondern zwischen rotem, gelbem (entsprechen
fritherem Euchromatin), grilnem, blauem und schwarzem (entsprechen fritherem Hetero-
chromatin) Chromatin unterschieden. Diese fiinf Regionen unterscheiden sich nicht durch
die reine Zusammensetzung der Proteine, sondern durch unterschiedliche Verhéltnisse der
Proteine zueinander. Im blauen und griinen Heterochromatin kommen beispielsweise ver-
gleichsweise viele HP1 Proteine vor, im schwarzen Chromatin viel Histon H1 und D1.
Das schwarze Chromatin deckt mit 48% den grofsten Chromatinanteil ab. Es enthélt
nur wenige Gene und ist sehr inaktiv. Essentielle Gene in diesen Bereichen zeigen sehr
schwache Expressionsraten [Filion et al., 2010].

D1

Das chromosomale Protein D1 aus Drosophila wurde vor 40 Jahren entdeckt [Alfageme
et al., 1974]. Mit seinen 10 AT-Haken gehort es zu den DNA bindenden Multi-AT-Hook
Proteinen (MATH). Da es auferdem wie HMGA1 an AT-reiche Satelliten-DNA bindet
[Levinger, 1985, Levinger and Varshavsky, 1982], wird eine orthologe Funktion zu HM-
GA1 in Vertebraten vermutet [Aulner et al., 2002]. Drei der zehn AT-Haken werden als
spotentielle AT-Haken [Aulner et al., 2002| bezeichnet, da sie an Stelle des ,, RGRP* Mo-
tivs die AS-Sequenz A/V/L GRP tragen, wobei das Tripeptid GRP haufig als zentrales
Motiv betrachtet wird [Aravind and Landsman, 1998]. Abb. 1.2 zeigt die Ahnlichkeiten
von D1 und HMGAT.

Uber die genaue biologische Funktion von D1 ist noch relativ wenig bekannt. Wie HM-
GA kann es posttranslational modifiziert werden, so liegt es z.B. in der Embryogenese
stark phosphoryliert vor und kann desweiteren wie HMGAT1 an four-way-junction-DNA
binden [Renner et al., 2000]. Studien mit D1-Null-Mutanten zeigten, dass Drosophila
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Abbildung 1.2.: Vergleich der Primdrstrukturen von D1 mit HMGAla/b: HMGAla und
HMGA1b sind durch drei AT-Haken (RGRP) und einen kurzen sauren C-Terminus
(schwarze Boz) gekennzeichnet. Die beiden Spleiffvarianten unterscheiden sich durch eine
11 AS lange Sequenz, die nur bei HMGA1a, nicht aber in HMGA1b vorkommt. Die AT-
Haken-ahnlichen Sequenzen des chromosomalen Proteins D1 aus Drosophila melanogaster
sind von 1-10 durchnummeriert. Das RGRP-Motiv ist in sieben AT-Haken vorhanden.
Nur die mittleren sogenannten ,potentiellen AT-Haken 5,6 und 7 unterscheiden sich in
der ersten Aminosdure von diesem Motiv (A/V/L GRP). Bei D1 ist ebenfalls ein sau-
rer C-Terminus vorhanden (schwarze Box). Abbildung in Anlehnung an: [Aulner et al.,
2002]

nicht auf das D1-Gen angewiesen ist, um zu {iberleben. Dieselben Fliegen waren des-
weiteren iiber die F1-Generation hinaus fruchtbar [Weiler and Chatterjee, 2009]|. Gain-
of-function-Experimente zeigten hingegen, dass eine Uberexpression von D1 verheerende
Folgen haben kann. Bei lokal kontrollierter Expression kommt es in den Speicheldriisen zu
ektopischen Paarungen von polytidnen Chromosomen. Desweiteren kann die Entwicklung
des adulten Auges gestdrt und die Spermatogenese inhibiert werden. Eine Uberexpres-
sion von D1 in allen Zellen ist letal [Smith and Weiler, 2010]. Demnach scheint D1 im
Zellkern vor allem regulatorische Funktionen zu haben.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde mit mikroskopischen Methoden untersucht, ob D1 dhn-
lich wie HMGA1 die Chromatinorganisation durch DNA-Vernetzung beeinflussen kann.
Mittels dSTORM lassen sich nicht nur hochaufgeldste Bilder erzeugen, man kann die
Einzelmolekiilinformation auch nutzen, um unterschiedliche Dichteverteilungen von Pro-
teinen oder DNA zu untersuchen. In dieser Arbeit wurde DNA hochaufgelost und der
Einfluss von DNA-bindenden Proteinen auf die Chromatinorganisation am Beispiel des
Multi-AT-Hook-Proteins D1 gezeigt. Dafiir wurde unter anderem eine Funktionsmutante
in Anlehnung an R3xG von HMGAla [Harrer et al., 2004] entwickelt, bei welcher alle
AT-Haken mittels gezielter Punktmutation funktionsunfahig gemacht wurden. Desweite-
ren wurde D1 in kleine, HMGA1-3dhnliche Fragmente unterteilt, um die Affinitdten von
AT-Haken-Dreiergruppen zum Chromatin mit FRAP-Experimenten zu analysieren.
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2.1. Mikrobiologische Methoden

2.1.1. Fliissige Bakterienkulturen

bendtigte Losungen:

e [LB-Medium, pH 7.4, autoklaviert:
10g Trypton
10 g Hefe Extrakt
5g Na(Cl
ddH5O auf 1 Liter

e passendes Antibiotikum

Fiir eine Ubernachtkultur wurden 7-10 ml LB-Medium mit dem entsprechenden Antibio-
tikum (Tabelle 2.1) versetzt. Die gewiinschte Bakterienkolonie wurde mit einer sterilen
Spitze von einer Platte oder aus einem Glycerinstock gepickt und das Medium damit
angeimpft. Fiir grofere Volumina wurde zuniichst eine Ubernachtkultur angesetzt, wel-
che in das gewiinschte Volumen LB-Medium gegeben wurde. Es wurde bei 37°C weiter
geschiittelt bis die Bakterien dicht genug gewachsen waren und anderweitig verwendet
werden konnten.

Tabelle 2.1.: Konzentration der Arbeitslosungen (ca), sowie Konzentration (csy), Lise-
mittel und Aufbewahrung von Stammldsungen der eingesetzien Antibiotika

Antibiotikum | ¢4 (%4) | cst (29) | Losemittel | Lagerung

Ampicillin 100 100 HyO 4°C
Kanamycin 50 50 H20 4°C
Chloramphenicol 34 34 100% Ethanol —20°C
Tetracyclin 12.5 12.5 100% Ethanol —20°C

In Losung ist Ampicillin bei 4°C nur 2 Wochen haltbar, weshalb es aliquotiert bei
—20°C gelagert wurde. Eine Kanamycin-Stammlésung kann 1 Jahr lang bei 4°C aufbe-
wahrt werden.

2.1.2. Bestimmung der Bakteriendichte einer Fliissigkultur

Die Bakteriendichte wurde mittels eines Photometers bestimmt. Dabei wurde die Extink-
tion bei einer Wellenldnge von 600 nm gemessen (ODgoo). Unangeimpftes LB-Medium
diente als Nullwert. Eine optische Dichte von 1 entspricht bei 1cm Schichtdicke einer
Bakteriendichte von 8 - 10% Zellen.
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2.1.3. Plattenkulturen
bendtigtes Material:
e sterile Petrischalen (2 100 mm)
e LB-Agar (LB-Medium, 1.5% Agar)

Autoklavierter, bei Raumtemparatur gelagerte LB-Agar wurde im Wasserbad und in
der Mikrowelle erhitzt, um wieder fliissig zu werden (Riihrfisch gleich dazugeben, sonst
spater evtl. Siedeverzug!). Der fliissige Agar wurde unter Riihren auf ca. 50-60 °C her-
abgekiihlt und dann mit dem gewiinschten Antibiotikum versetzt. 250 ml Agar reichten
zum Giefsen von 14-16 Platten. Sobald der Agar fest war, wurden sie mit dem Deckel
nach unten bei 4°C gelagert.

2.1.4. Herstellung von Glycerinkulturen

Um Bakterienkulturen langfristig lagern zu kénnen, wurden Glycerinstocks hergestellt.
Dazu wurden 650 pl einer Ubernachtkultur in ein 1,5ml Eppendorfgefif iiberfithrt und
mit 650 pul Glycerin versetzt. Die Bakterien-Glycerin-Mischung wurde gut gevortext und
sofort bei —80°C eingefroren. Fiir neue Ubernachtkulturen wurde mit einer sterilen Pi-
pettenspitze etwas von der gefrorenen Kultur abgestrichen und ein 50 ml Réhrchen mit
7-10ml Medium angeimpft.

2.1.5. Herstellung von kompetenten Zellen

Kompetente Bakterien sind ein wichtiges Werkzeug fiir Klonierungen, da sie durch Trans-
formation rekombinante Plasmide aufnehmen und somit spiter vermehren kénnen. XL1
Blue-Zellen wurden mittels der TSS-Methode chemisch kompetent gemacht [Chung et al.,
1989].

bendtigte Losungen:
¢ LB-Medium
e Tetrazyklin, bzw. Chloramphenicol

e TSS (Transformation and Storage Solution):

— LB-Medium auf Basis von gekauftem ddHoO

— 10 % (%) PEG 3350 (4000 oder 4500, optimal)

- 5% (%) DMSO

— 62.5mM MgSOy

— pH 6.5, autoklavieren, lagern bei —20°C

Zuerst wurde von einem Glycerinstock ausgehend eine 7ml Ubernachtkultur mit den

entsprechenden Zellen angesetzt. Rosetta Zellen wurden mit 34 pg/ml Chloramphenicol,
XL1 Blue mit 12.5 pg/ml Tetracyclin aufgezogen. In einem 500ml Expressionskolben
wurden 200ml LB-Medium mit 5ml der Ubernachtkultur und ohne weiteres Tetracy-

clin angeimpft. Es wurde bei 37 °C geschiittelt bis eine ODggg von 0.3-0.4 erreicht war.
Die Kultur wurde auf vier 50 ml Réhrchen verteilt und 30 min bei 4 °C stehen gelassen.
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2.1. Mikrobiologische Methoden

Anschliefsend wurden die Bakterien bei 800 g und 4°C 10 min lang abzentrifugiert. Der
Uberstand wurde verworfen und das Bakteriensediment wurde in % bis 4—10 des Aus-
gangsvolumen mit TSS resuspendiert (z.B. 1.5ml pro Pellet). Die Suspension wurde in
Form von 100 ul Aliquots auf 1.5 ml Eppendorfgefife verteilt, sofort in fliissigem Stick-
stoff eingefroren und bei —70 °C gelagert. Die TSS Inkubationszeit muss moglichst kurz
gehalten werden! Hier arbeitet man am besten zu zweit: Einer pipiettiert, einer {iberfiihrt
die Aliquots sofort in fliissigen Stickstoff. Die besten Transformationseffizienzen erhilt
man, wenn das TSS-Medium frisch ist und insgesamt so kalt wie mdoglich (Spitzen, etc.
vorkiihlen) und nach dem Resuspendieren so schnell wie moglich gearbeitet wird!

2.1.6. Transformation von Plasmid-DNA in Bakterien

Ein bei —70°C gelagertes Aliquot kompetenter Zellen (Rosetta oder XL1 Blue) wurde
flir 10 min auf Eis gestellt. Dann wurde die entsprechende Menge Plasmid-DNA hinzuge-
geben und vorsichtig verriihrt (nicht auf und ab pipettieren!). Bei Rosetta-Zellen wurden
200ng, bei XL1 Blue-Zellen 10ng DNA benétigt. Der Transformationsansatz wurde fiir
30min auf Eis inkubiert. Dann wurden 500 pl vorgewdrmtes LB-Medium zu den Bakte-
rien gegeben und diese je nach aufzubauender Antibiotikaresistenz 30 min (Ampicillin)
bzw. 60 min (Kanamycin, Chloramphenicol) bei 37°C auf dem Schiittler inkubiert. Da-
nach wurde der Ansatz 2min bei 700 g zentrifugiert, 500 ul vom Uberstand abgenommen
und der Rest (ca. 100 ul ) mit einem sterilen, abgeflammten Drygalskispatel ausplattiert.
Die Platten wurden bei 37 °C iiber Nacht inkubiert.
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2. Material und Methoden

2.2. Molekularbiologische Methoden

2.2.1. RNA-Extraktion aus Zellen mit TriFast™
benotigtes Material:
e ein 35 mm Schélchen Zellen (ca. 80% konfluent)

TriFast™

Chloroform

Isopropanol

70% Ethanol

nukleasefreies Wasser

o RNAsin

Die RNA-Extraktion erfolgte mit dem Kit peqGOLD TriFast™ von peqLab. Es eignet
sich fiir die gleichzeitige Extraktion von DNA, Proteinen und RNA. Da TriFast Phenol
enthdlt musste unter dem Abzug gearbeitet werden. Von den Zellen wurde das Medium
abgegossen und zum Homogenisieren sofort 1ml TriFast darauf pipettiert, in welchem
die Zellen lysiert und aufgenommen wurden. Der Ansatz wurde in ein 1.5ml Eppendorf-
gefals {iberfithrt und 5min bei Raumtemperatur stehen gelassen. Dann wurden 200 ul
Chloroform dazugegeben, 30s lang kraftig geschiittelt und alles fiir 10min stehen ge-
lassen. Es folgte eine 5 miniitige Zentrifugation bei 12000 ¢ und Raumtemperatur, um
eine Phasentrennung zu erreichen. Von den drei Phasen enthélt die untere, organische
Phase vor allem Proteine und DNA, die Interphase DNA und die obere wissrige Phase
RNA. Diese wurde abgenommen, mit 600 ul Isopropanol versetzt und 15 min auf Eis ge-
fallt, um die RNA zu prazipitieren. Darauthin wurde bei 4°C und 12000 g 10 min lang
zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das Pellet zweimal mit 70% Ethanol
gewaschen. Das Pellet wurde kurz getrocknet und in 30 pl nukleasefreiem Wasser gelost.
Die RNA-Konzentration wurde photometrisch bestimmt, dann wurden 1.5 ul RNAsin
(RNAse-Inhibitor) zur iibrigen RNA dazugegeben. Diese konnte nun als Template fiir
eine RT-PCR verwendet oder weggefroren werden.

2.2.2. Herstellung von cDNA mit RT-PCR

Mittels einer RT-PCR (reverse transcription polymerase chain reaction) kann RNA in
c¢DNA (complementary DNA) iibersetzt werden. Dies geschieht mit Hilfe des Enzyms
Reverse Transkriptase, welches als Template fiir die DNA-Synthese einzelstringige RNA-
Strange verwendet. Die codierenden Sequenzen der cDNA bestehen, da das Ausgangsma-
terial mRNA ist, aus einer intronfreien Abfolge von Exons. Die gewonnene cDNA dient
als wichtiges Template fiir weitere Polymerasekettenreaktionen (PCRs).

bendtigtes Material:
e 1ug mRNA
e 1yl Random Hexamer Primer

e 1ul (40u) RNAsin (Fermentas Life Sciences)
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2.2. Molekularbiologische Methoden

5x RT-Reaktionspuffer

1 ul (200u) Reverse Transkriptase (Fermentas Life Sciences)

1wl 10mM dNTPs
ddH20 (auf 20 pl auffiillen)

1ug RNA wurde zusammen mit den Primern und der insgesamt bendtigten Menge
ddH5O fiir 5min bei 65°C denaturiert, um eventuelle Sekundérstrukturen der RNA auf-
zulésen. Anschliefend wurden dem Ansatz ATP, RNAsin, dNTPs, Puffer und reverse
Transkriptase beigefiigt. Es folgte eine 1-2 stiindige Inkubation bei 50 °C. Bei Bedarf
konnen auch Oligo(dT) Primer oder sequenzspezifische Primer verwendet werden. Die
c¢DNA wurde bei 4°C im Kiihlschrank gelagert.

2.2.3. PCR - Polymerasekettenreaktion

Mit Hilfe der Polymerasekettenreaktion (PCR) lassen sich DNA-Fragmente in vitro spe-
zifisch amplifizieren. Die PCR-Reaktion besteht aus drei Schritten. Bei der Denaturie-
rung losen sich auf Grund der hohen Temperatur die Wasserstoftbriicken, die den DNA-
Doppelstrang zusammenhalten. Die DNA liegt nun einzelstrangig vor und kann im néchs-
ten Schritt, dem Annealing von Primern gebunden werden, wodurch kleine doppelstringi-
ge Bereiche entstehen. An diesen setzen DNA-Polymerasen an, die im Elongationsschritt
in 5’ =3’ Richtung das Template entlang wandern und dabei neue DNA synthetisieren,
wodurch sie den Einzelstrang verdoppeln.

Primerdesign

Die Primer wurden mit Hilfe des Programms Vector NTT erstellt. Optimale Primer be-
sitzen einen GC-Anteil von 50-60% und eine Schmelztemperatur T, > 54°C, um An-
nealingtemperaturen zu erreichen, welche mdoglichst spezifische Amplifikationsprodukte
garantieren. Des Weiteren fiihrt ein G oder C am 3’ Ende zu einer besseren Bindung und
Elongation. Die Primersequenzen sollten moglichst spezifisch fiir das gewiinschte Produkt
sein und keine internen Sekundérstrukturen wie Haarnadelstrukturen (hair pins) ausbil-
den. Das Primerpaar sollte auch nicht miteinander hybridisieren kénnen, da sonst die
Bindung an die Template DNA reduziert werden kann. Schmelztemperatur, GC-Gehalt
und palindromische Primerbereiche kann man sich in Vector NTI unter ,Oligo Analysis
— Themodynamic Properties“ anzeigen lassen.

Annealing und Elongation

Die Annealing-Temperatur wurde in der Regel 1-2 °C unterhalb der niedrigeren Schmelz-
temperatur der beiden Primer gewdhlt, um méglichst spezifische PCR-Produkte zu er-
halten. Sollten Restriktions-Schnittstellen angehéngt oder Mutationen eingefiigt werden,
wurden bei Bedarf auch zweistufige PCRs durchgefiihrt. Hier werden die ersten fiinf Zy-
klen bei einer deutlich niedrigeren Annealingtemperatur gefahren, welche in Abhéngigkeit
der Schmelztemperatur des Primeranteils ermittelt werden muss, der von Anfang an zum
Template komplementér vorliegt. Die Annealingtemperatur der restlichen Zyklen richtet
sich nach der Schmelztemperatur des gesamten Primers. Die Elongationszeit hingt von
der Prozessivitit der verwendeten Polymerase ab und wurde demnach im Bezug auf die
Insertldnge bestimmt.
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2. Material und Methoden

Tabelle 2.2.: PCR mit Phusion Polymerase

Zyklus | Anzahl | Reaktionsschritt | Temperatur Dauer
1 1x Denaturierung 98°C 30s
Denaturierung 98°C 30s
2 25-30x Annealing primerabhéngig 20s
Elongation 72°C 300024
3 1x terminale Kiihlung 8°C

PCR-Ansatz

PCR-Ansétze wurden wie in Tabelle 2.3 aufgefiihrt auf Eis zusammenpipettiert. Grund-
sitzlich wurde als erstes ddHoO vorgelegt und die Polymerase als letztes hinzugefiigt,
wenn das Programm fiir den Thermocycler bereits startbereit war. Bei hohem GC-Gehalt
oder um die Schmelzemperatur der Primer zu senken wurde je nach PCR DMSO in den
Ansatz dazugegeben.

Tabelle 2.3.: Pipettierschema fiir PCR-Reaktionen

Phusion Taq
ddH2O auf 50 ul
10mM dNTPs 1.0 1.0l
10 pM fwd Primer 2.0l 1.0l
10 pM rev Primer 2.0l 1.0l
25mM MgCly - 3.0ul
Puffer 10 pul (5x) 5ul (10x)
DMSO optional 1.5 pl 1.0ul
template 2 ul ¢cDNA oder 10ng Vector
Polymerase 0.5 ul 0.8 ul

Wurden PCRs mit proof-reading Polymerasen wie der Phusion durchgefiihrt, mussten
die Ansdtze nach der PCR-Reaktion auf Eis gestellt werden, da diese Polymerasen bei
Raumtemperatur nicht nur iiberschiissige Primer abbauen, sondern auch PCR-~-Produkte
angreifen konnen.

2.2.4. Kolonie-PCR

Mit Hilfe der sogenannten Kolonie-PCR kann man iiberpriifen, ob Bakterienklone ein
bestimmtes Insert in ihrem Plasmid enthalten, und ob dieses in der richtigen Orien-
tierung vorliegt. Zweiteres ist vor allem bei ungerichteten Klonierungen mit nur einem
Restriktionsenzym wichtig. Um die Orientierung zu iiberpriifen, muss einer der beiden
Primer im Vektor, der andere im Insert liegen. Somit erhélt man nur bei den Kolonien
ein PCR-Produkt, die das Insert richtig herum eingebaut haben. Kolonie-PCRs wurden
immer mit der Tag-Polymerase durchgefiihrt.

Zuerst wurde iiberpriift ob nach der Transformation Klone auf der Platte gewachsen
waren. Dann wurde eine Masterplatte vorbereitet, indem auf eine frische Agarplatte ein
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2.2. Molekularbiologische Methoden

Tabelle 2.4.: PCR mit Taq Polymerase

Zyklus | Anzahl | Reaktionsschritt | Temperatur Dauer
1 1x Denaturierung 95°C 3 min
Denaturierung 95°C 30s
2 30x Annealing primerabhéngig 20s
Elongation 72°C 100022
3 1x terminale Kiihlung 8°C

quadratisches Gittermuster mit nummerierten Feldern aufgeklebt wurde. Die Platte wur-
de kurz bei 37°C vorinkubiert. Es wurde ein Mastermix angesetzt und auf die PCR-Caps
verteilt. Dann wurden mit einer weilen Pipettenspitze einzelne Klone gepickt, die Spit-
ze kurz auf ein Quadrat auf der Masterplatte gedriickt und der Rest anschliefsend im
entsprechenden PCR-Cap (auf Eis) auf und ab pipettiert. Soweit moglich wurde immer
eine Positivkontrolle mit angesetzt, um spéter evt. Pipettierfehler auszuschliefen. Nach
der PCR-Reaktion (s. Tabelle 2.4) wurde jeder Ansatz mit 10 ul 6x UF-Puffer versetzt
und anschliefend 13 pl je Probe auf ein Agarosegel aufgetragen. Die Spuren, in welchen
deutliche Banden zu sehen waren, zeigten welche Klone positiv waren, bzw. ob das In-
sert in der richtigen Orientierung im Plasmid vorlag. Von diesen Klonen wurden dann,
ausgehend von der Masterplatte Ubernachtkulturen angesetzt.

2.2.5. Agarose-Gelelektrophorese

Mit Hilfe der Agarose-Gelelektrophorese konnen DNA-Fragmente ihrer Linge nach aufge-
trennt werden. Die negativ geladene DNA wandert im elektrischen Feld von der Kathode
zur Anode. Je nach Agaroseanteil im Gel sind die Poren, durch welche die DNA wandern
kann gréfer oder kleiner. Mochte man grofse Fragmente mit hoher Schérfe auftrennen,
muss folglich eine geringere Konzentration Agarose eingesetzt werden, als bei kleinen
Fragmenten. Den Gelen wird auferdem Ethidiumbromid beigefiigt, welches in Nuklein-
sduren interkaliert und bei UV-Anregung fluoresziert. Somit kénnen DNA-Banden spéter
auf einem UV-Schirm sichtbar gemacht werden.

bendtigte Losungen:
e 1x SB-Puffer

e Agarose (peqGOLD Universal Agarose)

Ethidiumbromid (Stammldsung: 10 74)

ml

6x DNA-Laufpuffer Ultra Fast

Marker (z.B. Middle Range Marker)

Es wurden meist 1%ige Gele gegossen, d.h. fur 50 ml Gel wurden 0.5 g Agarose in 50 ml
SB-Puffer aufgekocht und 0.6 ul Ethidiumbromidlésung je Gel beigefiigt. Wenn das Gel
auf ca. 60 °C abgekiihlt war, wurde es in die vorbereiteten Gelschlitten gegossen, die mit
Tesafilm abgedichtet und mit 1-2 Kdmmen versehen worden waren. Sobald das Gel fest
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2. Material und Methoden

20x SB-Puffer (1000ml:) 6x DNA-Laufpuffer Ultra Fast (10ml:)
e pH 8.0-8.5 e 6ml Glycerol
e 8g NaOH-Pldtzchen e 2ml EDTA (0.2M)
e 50 g Borsdure e 500 ul HoO
e ddH>0 auf 1000 ml e 500 ul Orange G (4%)

war wurde der Tesafilm vom Gelschlitten entfernt und dieser in eine Gelkammer gestellt.
Das Gel wurde mit SB-Puffer iiberschichtet und der Kamm vorsichtig herausgezogen. Die
aufzutrennenden Proben wurden mit 6 x DNA Laufpuffer versetzt und in die Geltaschen
pipettiert. Um die Bandengrofien zuordnen zu kénnen wurden in einer Spur 3 ul Middle-
Range Marker aufgetragen. Da das positiv geladene Ethidiumbromid im Gegensatz zur
DNA zur Kathode lduft, wurde das Gel immer nur bis zur Héilfte laufen gelassen. Die
angelegte Spannung wurde meistens bei 250 V gewihlt. Wenn das Gel langsamer laufen
sollte, wurde die Spannung erniedrigt. Das fertige Gel wurde auf einem UV-Tisch mit
installierter Kamera fotografiert und bei Bedarf Banden ausgeschnitten.

2.2.6. Plasmid-DNA-Gewinnung durch Miniprep

Die Isolierung von Plasmid-DNA erfolgte aus Ubernachtkulturen gemif der Anleitung
des Kits ,NucleoSpin®) Plasmid (Macherey-Nagel)*, welches dem Prinzip der alkalischen
Lyse folgt. Nach einer Neutralisierung des Lysats werden genomische DNA | prazipitierte
Proteine und Zellbestandteile pelletiert. Danach wird die Plasmid-DNA an eine Silica-
Membran gebunden und mit ethanolhaltigem Puffer gewaschen. Die DNA wurde in 60 pl
nukleasefreiem HoO eluiert, was sich im Vergleich zum mitgelieferten Elutionspuffer po-
sitiv auf weitere Schritte (z.B. Transfektion, Restriktionsverdau) auswirkte.

2.2.7. Sequenzierung

Fiir Sequenzierungen wurden Plasmid-DNA und Primer zu GATC geschickt.

2.2.8. Restriktionsverdau

Um Inserts wieder aus einem Vektor zu isolieren, wurde ein Restriktionsverdau ange-
setzt. Durch Hydrolyse der DNA mit Restriktionsendonukleasen wird das Insert aus dem
Vektor herausgeschnitten. Die Restriktionsenzyme schneiden DNA an spezifischen, de-
finierten Sequenzen. Dabei kénnen glatte (blunt ends) oder tiberhéngende (sticky ends)
Enden enstehen.

bendtigtes Material:
e sauberes Konstrukt
e 10x FastDigest Puffer

e ca. 1 ul Restriktionsenzym (abhéingig von )
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2.2. Molekularbiologische Methoden

Zunichst wurde berechnet, wieviel Insert man nach dem Verdau haben mo6chte und die
entsprechende Menge des Konstrukts vorgelegt. Dann wurde der 10x FD-Puffer abhin-
gig vom Endvolumen und zuletzt 0.5-1.0 pl Restriktionsenzym hinzugefiigt. Der Verdau
wurde im Agarosegel analysiert, das Insert ausgeschnitten und Gel extrahiert. Bei der
Gelextraktion tritt ein Verlust von ca. 30% auf, der bei der Berechnung der Insertmenge
fiir die Ligation einkalkuliert werden muss.

2.2.9. Gelextraktion von DNA-Fragmenten

Aus im Agarosegel aufgetrennten PCR- oder Restriktionsansitzen wurden die gewiinsch-
ten Banden ziigig auf dem UV-Schirm ausgeschnitten und in Eppendorfgefafie iiberfiihrt.
Geméh der Anleitung des QIAEX II Gel Extraction Kit von Qiagen wurde die DNA aus
dem Gel aufgereinigt. Eluiert wurde in 30 pl nukleasefreiem HyO.

2.2.10. Ligation

Um PCR-Produkte oder restriktionsverdaute Fragmente in Vektoren einzufiigen, wurde
eine Ligation durchgefiihrt. Unter ATP-Verbrauch verbindet eine T4-Ligase zwei DNA-
Stringe kovalent mit einer Phosphodiesterbindung, bei der das 3’ Hydroxy-Ende eines
Nukleotids mit dem 5’ Phosphatende eines anderen Nukleotids verkniipft wird.

bendtigtes Material:

e 100 ng geschnittener Vektor, bzw. 0.5 ul pJet (50%)

geschnittenes Insert (3-10x mehr als Vector), bzw. eluiertes PCR-Produkt

10mM ATP

pEG 4000

10x T4 Ligase-Puffer
e T4 Ligase

e nukleasefreies HoO

Blunt-Ligation in pJet

Der linearisierte Vektor pJetl.2/blunt diente als Klonierungsvektor. In ihn wurden alle
PCR-Produkte mit glatten Enden kloniert. Bei erfolgreichem Einbau des Inserts wird
ein sogenanntes ,,Todesgen® im Vektor unterbrochen, dessen Expression (z.B. bei Selbst-
ligation des Vektors) zum Absterben der Bakterien fithrt. In der Regel erhélt man somit
nach einer Transformation ausschlieflich Klone mit Inserts und muss nur noch deren
Orientierung iiberpriifen.

Fiir einen 10 pl -Ligationsansatz wurden 1-6 ul PCR-Produkt mit ddH2O und 10x T4-
Ligase-Puffer versetzt. Es wurden 1 ul 10 mM ATP und je 0.5 ul pEG 4000, pJet1.2/blunt
und T-4 Ligase dazugegeben. Die Ligase wurde immer zum Schluss dazu pipettiert. Die
Ligation fand 1-2h bei Raumtemperatur, bzw. bei 22 °C im Thermocycler statt. Danach
konnte der Ansatz transformiert werden.

17



2. Material und Methoden

Ligation in selbst geschnittenen Vektoren

Leere Vektoren, wie z.B. pSNAPTtagm, pEGFP oder pet28a wurden wie unter 2.2.8
beschrieben verdaut. Wurde nur ein Restriktions-Enzym benutzt, so wurde beim Verdau
auch SAP (Shrimp Alkalische Phosphatase) dazugegeben, um den Vektor zu dephospho-
rylieren und somit eine spétere Selbstligation zu verhindern. Fiir die Ligation wurden je
100 ng Vektor und stéchiometrisch(!) 3-10x mal mehr Insert eingesetzt. Deshalb wurde
bereits bei der eingesetzten Plasmidmenge fiir den Restriktionsverdau darauf geachtet,
geniigend Insert zu erhalten. Desweitern wurde ein Verlust von 30% bei der Gelextraktion
mit eingerechnet. Die Ligation erfolgte fiir 1-2h bei Raumtemperatur, bzw. 22 °C.
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2.3. Zellkultur

2.3. Zellkultur

Die Zellkultur-Arbeiten, insbesondere das Kultivieren und Passagieren von Zellen wurde
zum groften Teil von Petra Gessner und Lisa Pliels durchgefiihrt, welche die Haupt-
Kulturen regelmifig umsetzten. Xenopus laevis A6-Zellen wurde von der Abteilung fiir
Elektronenmikroskopie am Biozentrum der Universitdt Wiirzburg bezogen.

2.3.1. Transfektion
Transfektion mit FuGene(® HD

Fiir die Transfektionen von U20s-Zellen und C2C12-Zellen wurde FuGene®) HD von
Promega verwendet.

bendtigte Losungen:

e farbloses DMEM (1 ¢ Glucose) ohne alles
e entsprechendes Kulturmedium

e FuGene® HD

Die zu transfizierenden Zellen wurden einen Tag vor der Transfektion angesetzt. Je
Schilchen oder LabTekll wurde ein Transfektionsansatz benotigt. Dazu wurde die ge-
wiinschte Menge DNA in ein Eppendorf-Gefafie vorgelegt, mit 100 ul farblosem DMEM
(19Glucose) vermischt und entsprechend des gewiinschten Verhiltnisses mit FuGene@®) HD
versetzt. Nach sorgfiltigem Mischen wurde diese Losung 7 min bei RT inkubiert. In dieser
Zeit wurde frisches Kulturmedium auf die Zellen gegeben. Dann wurde das Transfekti-
onsgemisch zu den Zellen gegeben und diese {iber Nacht bei 37°C und 5% CO9 weiter
inkubiert.

Transfektion mit Effectene™

Die Transfektion von Hela-Zellen erfolgte zum Teil mit Hilfe von Effectene™ von Qiagen.

bendtigte Losungen:

e PBS (pH 7.4)

e Kulturmedium

e Transfektionskit von Qiagen: Effectene™, Enhancer, Puffer EC

Die zu transfizierenden Zellen wurden je Transfektionsansatz in 35 mm Schalen auf Deck-
glasern angesetzt. Vor der Transfektion wurde liberpriift, ob die Zellen richtig angewach-
sen waren. Fiir einen Transfektionsansatz wurden 400 ng DNA bendétigt. Diese wurde mit
100 pl Puffer EC vermischt und mit 3.2 ul Enhancer versetzt. Es folgte eine dreiminiiti-
ge Inkubation bei Raumtemperatur. AnschlieRend wurden 10 ul Effectene™ dazugegeben
und vermischt. In der darauf folgenden siebenminiitigen Inkubation bei RT wurden die
Zellen einmal mit 2ml PBS gewaschen und dann mit 1600 ul Kulturmedium versehen.
Dann wurde der Transfektionsansatz mit 600 ul Medium vermischt und tropfenweise auf
die Zellen gegeben. Diese wurden iiber Nacht bei 37°C und 5% COq weiterinkubiert.
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2.4. Markierungsmethoden

2.4.1. Markierung von lebenden Zellen mit SNAPtag oder Halotag

Hep2, Cos7 und 3T3 Zellen wurden in farblosem Medium in LabTek IT kultiviert, wel-
che zuvor fiir 30-60 min mit 2M Glycin beschichtet worden waren. Am néchsten Tag
wurden die Zellen mit dem entsprechenden Konstrukt transfiziert. 24h spéter wurden
sie 20 min mit 0.2 uM— 2 uMSNAP-Cell TMR-Star oder SNAP-Cell 505 (NEB) gefirbt,
dreimal 5min mit Medium gewaschen und 30 min inkubiert (37°C, 5% CO3). Vor den
dSTORM-Messungen wurde das Medium nochmal gewechselt. Bei der Halotag Farbung
mit HaloTag@® TMR Ligand (Promega) wurde genauso vorgegangen.

2.4.2. Immunfluoreszenzen

verwendete Lisungen:
e 1x PBS
e 4% Fomaldehyd in PBS
e 0.05% Triton X-100 in PBS
e 5% BSA in PBS

e 1. und 2. AK in entsprechender Verdiinnung (in PBS)

Standardprotokoll mit Formaldehydfixierung:

Die Zellen fiir die Immunfluoreszenz wurden in LabTek II, 8 well Sarstedt Kammern oder
auf Deckglésern gezogen. Vor der Durchfithrung wurde mikroskopisch iiberpriift, ob die
Zellen richtig angewachsen waren. Die Zellen wurden kurz mit PBS gespiilt, dann wurde
zum Fixieren fiir 10-15 min 4% Formaldehyd auf die Zellen gegeben. Anschlieftend wur-
den die Zellen 5min in PBS gewaschen. Es folgte eine 10 miniitige Inkubation mit 0.05%
Triton, um die Zellen zu permeabilisieren, woraufhin die Zellen nochmals 2x2 min in PBS
gewaschen wurden. Nach einer 45 miniitigen Inkubation mit dem Priméarantikérper wur-
den die Zellen 2x5 min mit PBS gewaschen. Die Inkubation mit dem Sekund&rantikérper
erfolgte fiir 30 min. Die Zellen wurden nochmals 3x5min in PBS gewaschen, 5-10 min in
4% FA nachfixiert, kurz in PBS gewaschen und in PBS mit 10 mM Natriumazid gelagert.

Methanolschritt-Erweiterung

Bei manchen Antikérpern war es notwendig fiir ein sauberes Fluoreszenzergebnis einen
zusitzlichen Methanolschritt durchzufiihren. Die Zellen wurden nach der Triton Behand-
lung 5min in PBS gewaschen und anschliefend 3-10 min lang in —20°C kaltes Metha-
nol (Gefrierschrank) gestellt. Vor der Inkubation mit dem Primérantikérper wurden die
Zellen nochmals 5 min in PBS gewaschen. Alle weiteren Schritte entsprachen dem Stan-
dardprotokoll.

2.4.3. Markierung von Kernhiillen aus Xenopus laevis Oocyten

Die Kernhiillen der Xenopus laevis Oocyten wurden von Frau Marie-Christine Dabauvalle
und Herrn Georg Krohne nach dem Protokoll von Gurdon in LabTek IT oder auf Deckglas
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préipariert [Gurdon, 1976|. Die Frosche stammten aus dem Tierstall des Lehrstuhls fiir
Zell- und Entwicklungsbiologie am Biozentrum Wiirzburg. Die Kernhiillen wurden in
2% PFA iibernommen, vorsichtig mit PBS gewaschen und 20 min mit 5% BSA in PBS
abgesittigt. Es wurde nicht permeabilisiert. Fiir die Markierung des duferen Ringes der
Kernporenkomplexe wurde der Asc222a2 Antikorper gegen gp210 [Gajewski et al., 1996],
sowie farbstoffmarkierter Sekundérantikérper benutzt. Der innere Ring wurde fiir 10 min
mit farbstoffgekoppeltem Weizenkeimlektin WGA (wheat germ agglutinin) markiert. Die
Proben wurden 5-10min in 2% PFA/PBS oder 2% FA/PBS nachfixiert und bis zur
Messung in PBS mit 10mM Natriumazid gelagert.

2.4.4. EdU-Markierung von DNA

EdU steht fiir 5-ethynyl-2’-deoxyuridine und wird an Stelle von Thymidin wihrend der
S-Phase in die DNA eingebaut. Mit Hilfe des Click-iT™ EdU Alexa Fluor®) Azide Rea-
genz kann das Thymidinanalogon detektiert werden. Alexa Fluor@®wird dabei kovalent
an EdU gebunden (sieche Abb. 2.1). Replizierte DNA ist somit fluoreszenzmarkiert.

5-ethynyl-2’-
deoxyuridine

= Alexa Fluor® dye

Abbildung 2.1.: Bei der Click-i1T™-Reaktion wird die Reaktion zwischen dem terminalen
EdU-Alkin und dem Alexa-Azid durch Cu(I) katalysiert. Es handelt sich um eine azidische
Alkin-Cycloaddition. Bildquelle: Life Technologies

Click-Reaktion nach Invitrogen

Zellen wurden auf Deckglaschen oder in LabTek II gezogen und nach 24h mit EAU
(1:1000, nach Invitrogen) versetzt. Nach einer Inkubation von max. 24 h wurden die Zel-
len fixiert und permeabilisiert (siehe 2.4.2) und geméf des Protokolls von Invitrogen
behandelt. Cu(IT)SO4 und das farbstoffmarkierte Azid wurden zuletzt in den Ansatz ge-
geben. Das Gemisch wurde sofort auf die Zellen gegeben und diese unter Lichtausschluss
(wichtig!) fiir 10-15min inkubiert.
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ClickOx Reaktion

Das von Salic et al. [Salic and Mitchison, 2008| beschriebene Clickprotokoll wurde im
Rahmen dieser Arbeit verbessert, um Strukturen wie Aktin oder fluoreszierende Prote-
ine wie GFP zu schonen. Ahnlich wie beim sauerstoffentziehenden Schaltpuffer (siehe
2.5.1) werden reaktive Sauerstoffspezies (ROS) und HyOs entfernt, welche GFP schadi-
gen und Aktin destabilisieren [Alnuami et al.; 2008, Lassing et al., 2007] .

Die unten aufgefithrten Komponenten wurden zusammenpipettiert (Wasser vorlegen).
Zuletzt wurde Ascorbinsiure hinzugegeben, da diese die Reduktion von Cu(Il) zu Cu(I)
startet. Es wurde ziigig gearbeitet und die Zellen unter Lichtausschluss fiir 10 min mit
dem Clickcocktail inkubiert. Danach wurden die Zellen fiir 5min in einer 5mM ED-
TA /PBS Losung inkubiert, um iiberschiissiges Kupfer zu entfernen.

Click-Ansatz:
e 100mM Tris/HCI (pH 8.5)
e 1mM CuSO4

e 100mM Ascorbinsiaure (aus Natriumascorbat)

2 uMAtto 488 Azide, bzw. Alexa Fluor@®) Azide

1% Glucose (w/v)

GlucOx Enzymmix (2u Glucoseoxidase, 40 u Katalase)
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2.5. Mikroskopie

2.5.1. dSTORM
Setup

Der Aufbau eines dSTORM-Setups wurde ausfiihrlich von Sebastian van de Linde be-
schrieben [van de Linde et al., 2011]. Zusammengefasst entspricht er folgendem Weitfeld-
Aufbau: Auf einem schwingungsgeddmpften Tisch befindet sich ein inverses Mikroskop
IX-71 von Olympus. Fiir normale Durchlichtmikroskopie werden eine 100 W Halogen-
lampe und fiir die Fluoreszenzanregung verschiedene Laser benutzt (sieche A.8.1). Uber
diverse LaserMUX-Filter (Semrock), Linsen und Spiegel (Thorlabs) wird das Licht der
einzelnen Laser in einen gemeinsamen Strahlengang gefiihrt. Der Strahl wird mit einer
auswechselbaren Linse aufgeweitet, um unterschiedliche Ausleuchtungen zu erreichen.
Eine zweite Linse fokussiert die Laserstrahlen auf der hinteren Fokalebene (back focal
plane, BFP) des Objektivs (Olympus, 60 x PlanApo, NA 1.45/ NA 1.49). Das Objektiv
kann iiber eine Nosepiece Stage IX2-NPS (Olympus) mit dem Probenteller gekoppelt
und vom Probentisch entkoppelt werden. Dadurch ldsst sich die Drift in alle Richtungen
minimieren.

Ein dichroitischer Strahlteiler vor dem Objektiv reflektiert Licht der Anregungswellen-
lange und erlaubt die Transmission des emittierten Lichts. Die Ausleuchtungslinsen und
die fokussierende Linse sind zusammen mit einem Spiegel auf einer Schiene gelagert, um
verschiedene Beleuchtungen zu ermoglichen (Epi, HILO, TIRF).

Die im Mikroskop verbaute Tubuslinse erzeugt ein reelles Bild. Dieses wird iiber zwei
weitere Linsen, die als Teleskop angeordnet sind, auf einer EMCCD Kamera abgebildet
(siehe A.8.2). Mit Hilfe von dichroitischen Strahlteilern (Chroma) kénnen verschiedene
Emissionswellenléingen separiert und danach auf unterschiedlichen Kameras (Andor) ab-
gebildet werden. Details zu den Messungen (Strahlteiler, Filter) an modifizierten oder
anderen dSTORM Setups konnen dem jeweiligen Methodenteil der Publikationen ent-
nommen werden.

Schaltpuffer

Da Photoschalten am besten unter reduzierenden und teilweise sauerstofffreien Bedingun-
gen funktioniert, wurden 80-100mM MEA in PBS oder aber ein sauerstoffentziehender
Schaltpuffer verwendet, bei welchem durch Zugabe von Glucose, sowie einem Enzym-
mix aus Glucoseoxidase und Katalase, Sauerstoff entfernt wird [Benesch and Benesch,
1953]. Typischerweise verwendet man 1-10% Glucose und 1-100 u Glucoseoxidase [Sché-
fer et al., 2013]. Je nach Farbstoff und Art der Probe musste zusétzlich der pH-Wert mit
KOH optimiert werden. Der Schaltpuffer wurde immer frisch angesetzt.

GlucOz-Ansatz (1ml):

e 350 ul 1x PBS (pH 7.4)

350 ul H,0

300 ul Glucose (aus 10 % v/v mit 10 % w/v Glycerin)

80-100 ul MEA (aus 1M, pH 7.4 oder 7.8), final: 80-100 mM

2-5 ul GlucOx Enzymmix (siehe A.4.2)
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¢ bei Bedarf KOH fiir gewiinschten pH-Wert

rapidSTORM

Die Auswertung der dSTORM-Messungen erfolgte mit Hilfe der Software rapid STORM,
zu der eine genaue Beschreibung von Steve Wolter vorliegt [Wolter et al., 2010]. Das
finale dSTORM-BIld wird aus vielen einzelnen Lokalisationen rekonstruiert, die wieder-
um aus einigen tausend Einzelbildern ermittelt werden. In jedem einzelnen Bild werden
die potentielle Lokalisationen mit einem zweidimensionalen Gauffit ermittelt. Im Ab-
gleich mit einer als ideal vorgegeben PSF entscheidet der Algorithmus, welche Koordi-
naten in die Lokalisationsdatei aufgenommen werden. Die Software kann auf der Seite
des Lehrstuhls fiir Biotechnologie und Biophysik heruntergeladen werden: http://www.
super-resolution.biozentrum.uni-wuerzburg.de/research_topics/rapidstorm

2.5.2. CLSM und FRAP-Experimente

Die Fluoreszenzerholung nach Photobleichen (fluorescence recovery after photobleaching,
FRAP), wird benutzt, um Informationen iiber die Mobilitdt von Proteinen zu gewin-
nen. FRAP-Experimente mit unterschiedlichen GFP-transfizierten U20s-Zellen wurden
an einem konfokalen Laser-Scanning-Mikroskop LSM710 von Zeiss durchgefiihrt. Dieses
war mit einem Argon (488 nm, 458 nm, 514 nm) und zwei Helium-Neon-Lasern (542 nm,
633nm) ausgestattet. Es wurde ein Halbkern-FRAP durchgefiihrt, um unterschiedlich
dichte Chromatinbereiche im Zellkern abzudecken. Dazu wurde eine region of interest
(ROI) um den halben Zellkern gelegt. Dieser Bereich wurde bei maximaler Laserleistung
(488 nm, 458 nm) und langem Pixeldwell gebleicht und anschliekend mit geringerer In-
tensitdt und kurzem Pixeldwell iiber eine Zeitserie hin weiterverfolgt. Zwei weitere ROIs
wurden fiir Referenzwerte in eine weitere Zelle, sowie auferhalb der Zellen fiir den Hin-
tergrund gelegt, um die FRAP-Daten zu bereinigen. Die Auswertung der Daten erfolgte
mit dem FRAP-Tool der Zeiss Software ZEN 2009 und OriginPro 8.5G zur besseren Dar-
stellung der Erholungskurven.

2.5.3. Biostation

Fiir die Lebendzellbeobachtung im Durchlicht /Phasenkontrast oder auch mit Fluoreszenz
wurde eine Biostation IM von Nikon verwendet. Zellen wurden bei 37°C und 5% CO, fiir
bis zu 30 h beobachtet. Dabei wurden in definierten zeitlichen Abstanden (i.d. Regel alle
15 min) Phasenkontrast- und Fluoreszenz-Aufnahmen gemacht. Die Belichtungszeit im

Phasenkontrast wurde stets auf ﬁ s und die in der Fluoreszenz auf % s bis % s eingestellt.

2.5.4. Raster-Elektronenmikroskopie
Vorbereitung der Proben

Die EM-Probenvorbereitung wurde von Georg Krohne und Mitarbeitern der Abteilung
fiir Elektronenmikroskopie des Biozentrums durchgefiihrt. Nach der Durchfiihrung der
dSTORM-Experimente wurden die Xenopus laevis Kernhiillen 24h bei 4°C mit 2.5%
Glutaraldehyd (50 mM Natriumkakodylat pH 7.2, 50 mM KCl, 2.5 mM MgCls) fixiert. Es
folgten drei Waschschritte fiir 3 min mit 50 mM Natriumkakodylat (pH 7.2). Dann wurden
die Proben fiir 2h bei 4°C mit 2% OsO4 (gepuffert mit 50 mM Natriumkakodylat, pH 7.2)
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fixiert, mit ddHoO gewaschen und schrittweise mit Aceton dehydriert und im Kritisch-
Punkt-Trockner (CPD 030; BAL-TEC, Liechtenstein) getrocknet. Getrocknete Proben
wurden mit Kohle bedampft (MED 010 BAL-TEC, Liechtenstein) und bis zum Messen
im Exikator gelagert.

Messungen

Die EM-Aufnahmen wurden zusammen mit Georg Krohne an einem JEOL Feldemissions-
Rasterelektronenmikroskop (JSM-7500F) bei einer Spannung von 1kV aufgenommen. Es
wurde der Benutzermodus ,gentle beam high* ausgewahlt. Der Arbeitsabstand betrug
4.5 - Smm.

2.5.5. Erstellen der korrelativen Bilder

Dank ihrer hohen Symmetrie, konnten die Zentren der Kernporen in den SEM- und
dSTORM-Bildern jeweils manuell als Landmarken markiert werden. Das dSTORM Bild
wurde dann mit bUnwarpJ [Arganda-Carreras et al., 2006], einem Plugin in Fiji [Schinde-
lin et al., 2012, in das SEM-Bild transformiert. Fiir die Transparenz des d STORM-Bildes
sowie den Overlay beider Bilder wurde Gimp 2.8.10 benutzt.
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3. Publikationen und weitere Ergebnisse

3.1. Publikationen

Die vorliegende Arbeit basiert hauptsichlich auf folgenden Publikationen,
welche im Anhang eingebunden sind:

Manuskript 1

Loschberger A., van de Linde S., Dabauvalle M. C., Rieger B., Heilemann M., Krohne
G. and Sauer M. (2012). Super-resolution imaging visualizes the eightfold symmetry of
gp210 proteins around the nuclear pore complex and resolves the central channel with
nanometer resolution. J. Cell Sci. 125: 570-575. [Loschberger et al., 2012]

Manuskript 2

Wolter S., Loschberger A., Holm T., Aufmkolk S., Dabauvalle M.-C., van de Linde S.
and Sauer M. (2012). rapid STORM: accurate, fast open-source software for localization
microscopy. Nat. Methods 9(11): 1040-1041. [Wolter et al., 2012]

Manuskript 3

Klein T., Loschberger A., Proppert S., Wolter S., van de Linde S. and Sauer M. (2011).
Live-cell dSSTORM with SNAP-tag fusion proteins. Nat. Methods. 8(1):7-9. [Klein et al.,
2011]

Manuskript 4

Loschberger A., Franke C., Krohne, G., van de Linde S. and Sauer M. (2014). Correla-
tive dSTORM and scanning electron microscopy J. Cell Sci., submitted (entered review
process). [Loschberger et al., 2014a

Manuskript 5

Loschberger A., Niehorster T. and Sauer M. (2014). Click chemistry for the conservati-
on of cellular structures and fluorescent proteins: ClickOx. Biotechnol. J., 9(5):693-697.
[Loschberger et al., 2014b|

Manuskript 6

Vogel B., Loschberger A., Sauer M. and Hock R. Cross-linking of DNA through HMGA1
suggests a DNA scaffold. (2011). Nucleic Acids Res., 39(16):7124-33. [Vogel et al., 2011]
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Weitere Beitrige zu Reviews und Publikationen

van de Linde S., Léschberger A., Klein T., Heidbreder M., Wolter S., Heilemann M. and
Sauer M. (2011). Direct stochastic optical reconstruction microscopy with standard fluo-
rescent probes. Nat. Protoc. 6(7): 991-1009. |van de Linde et al., 2011]

van de Linde S., Aufmkolk S., Franke C., Holm T., Klein T., Léschberger A., Proppert
S., Wolter S. and Sauer M. (2013). Investigating cellular structures at the nanoscale with
organic fluorophores. Chem. Biol. 20(1):8-18. [van de Linde et al., 2013]

Holm T., Klein T., Loéschberger A., Klamp T., Wiebusch G., van de Linde S. and Sau-
er M. (2013). A Blueprint for Cost-Efficient Localization Microscopy. Chemphyschem.
15(4):651-654.

[Holm et al., 2014]
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3.1. Publikationen

3.1.1. Modellstrukturen

Kernporen: Auflosung und Struktur, Manuskript 1

Léschberger A., van de Linde S., Dabauvalle M. C., Rieger B., Heilemann M., Krohne
G. and Sauer M. (2012). Super-resolution imaging visualizes the eightfold symmetry of
gp210 proteins around the nuclear pore complex and resolves the central channel with
nanometer resolution. J. Cell Sci. 125: 570-575. [Loschberger et al., 2012]

Eigener Anteil:
Etablierung und Durchfithrung sémtlicher Farbungen mit WGA sowie aller Immunfiuo-
reszenzen mit gp210, sdmtliche dSTORM-Messungen, Auswertung und Erstellen der Bil-
der mit rapid STORM (Fig. 1, Fig. S1 — S4), Bestimmen der Durchmesser der Ringstruk-
turen (manueller Auswertungsteil mit Fiji), sowie der Halbwertsbreiten (Fig. 2).

Zusammenfassung:

In dieser Publikation konnte erstmals die Achtfachsymmetrie von Kernporenkomplexen
lichtmikroskopisch dargestellt werden. Kernhiillen von Xenopus laevis Oocyten wurden
mit gp210 und WGA markiert, um den dufseren Verankerungsring und den Zentralkanal
der Kernporenkomplexe zu zeigen. Aus den dSTORM-Daten wurde fiir den Zentralkanal
ein Durchmesser von ca. 40 nm, fiir den gp210-Ring ein Durchmesser von ca. 160 nm
ermittelt. Bei den Préparaten mit WGA konnte eine laterale Auflssung (Halbwertsbrei-
te) von 15nm erziehlt werden. Desweiteren werden Bilder von Durchschnittskernporen
gezeigt, welche iiber das sogenannte ,particle averaging” ermittelt wurden. Ein erster
Zwei-Farben-Ansatz verdeutlicht zum einen das Potential von dSTORM-Messungen in
der Biologie und bestéitigt zum anderen die Eignung des Kernporenkomplexes als Mo-
dellstruktur fiir die Hochauflosung. Weitere Details sind in Manuskript 1 im Anhang
nachzulesen.

Kernporen: Zwei-Farben-Messungen und 3D-Aufnahmen, Manuskript 2

Wolter S., Loschberger A., Holm T., Aufmkolk S., Dabauvalle M.-C., van de Linde S.
and Sauer M. (2012). rapid STORM: accurate, fast open-source software for localization
microscopy. Nat. Methods 9(11): 1040-1041. [Wolter et al., 2012]

Eigener Anteil:
Sdmtliche Farbungen mit farbstoffmarkiertem WGA, Durchfiihrung aller Immunfluores-
zenzen mit gp210 und mab414, sdmtliche dSTORM-Messungen, Berechnung der Zweifar-
ben-Bilder mit rapid STORM und Alignment-Fitter bei spektral iiberlappenden Aufnah-
men (Fig. 1), Berechnung der Zweifarben-Bilder mit rapid STORM und bUnwarpJ bei
sequentiellen Aufnahmen (Fig. S2).

Zusammenfassung:
Die Publikation behandelt die Stdrken von rapid STORM. Um das Potential der Soft-
ware zu veranschaulichen, wurden unterschiedliche Arten von Zwei-Farben Bildern von
Kernporenkomplexen aus Kernhiillen von Xenopus laevis Oocyten gezeigt: Zum einen aus
sequentiellen Aufnahmen und zum anderen aus simultanen, spektral iiberlappenden Auf-
nahmen. In beiden Féllen umgibt der dufsere gp210-Ring sauber den inneren, mit WGA
markierten Zentralkanal. Desweiteren wurde die Kernhiille von Xenopus laevis A6-Zellen
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dreidimensional dargestellt. Dies erfolgte mit den Ansétzen Biplane und Astigmatismus.
Genauere Details befinden sich in Manuskript 2.

Kernporen: weitere Beitrige

Zusammenfassung:
Es konnten Immunfluoreszenzen mit gp210 auf Xenopus laevis Kulturzellen (A6-Zellen)
etabliert werden, deren Bilder in From eines Reviews in Chemistry and Biology [van de
Linde et al., 2013] (Fig.6) sowie in einer methodischen Publikation in ChemPhysChem
[Holm et al., 2014] (Fig.2) vertffentlicht wurden. Bei letzterem wurde die Tauglichkeit
eines gilinstigen Praktikumssetups getestet. Hier konnten zwar nicht alle acht Déménen,
aber immerhin Ringstrukturen aufgeldst werden.

Lebende Zellen: H2B, Manuskript 3

Klein T., Loschberger A., Proppert S., Wolter S., van de Linde S. and Sauer M. (2001).
Live-cell dSSTORM with SNAP-tag fusion proteins. Nat. Methods. 8(1):7-9. [Klein et al.,
2011]

Eigener Anteil:
Alle Transfektionen und dSTORM-Aufnahmen von H2B-SNAPtag in Cos7- und Hep2-
Zellen (Fig.1, Fig.S3), Kontroll-Aufnahmen am CLSM von H2B-SNAPtag und H2B-
EGFP (Fig.S1), sowie CLSM-Aufnahmen von murinen 3T3-Zellen mit mRFP, EGFP
und H2B-SNAP mit SNAP-Cell TMR-Star und SNAP-Cell 505 (Fig. S4).

Zusammenfassung:

Die Publikation zeigt am Beispiel von H2B, dass Lebendzell-d STORM mit kommerziell
erhiltlichen SNAP-Tags, an welche organische Farbstoffe (SNAP-Cell TMR-Star, SNAP-
Cell 505) binden, unter endogenen Bedingungen moglich ist. Allerdings gibt es bei den
Farbungen Farbstoff- und Zelllinien abhingige Unterschiede. Die Ergebnisse zeigen z.B.,
dass der Fluoreszenzfarbstoff SNAP-Cell 505 nicht in Kerne von murinen Zellen vordrin-
gen kann. Eine H2B-Farbung mit dem SNAP-Cell TMR-Star Ligand hingegen funktio-
niert in allen getesteten Zelllinien. Desweiteren veranschaulichen die Ergebnisse, dass die
Radikale des verwendeten TMR-Farbstoffs auch mit 405nm angeregt werden konnen,
wodurch die Dichte der fluoreszierenden Farbstoffe reguliert werden kann. Weitere me-
thodische Details sind in Manuskript 3 nachzulesen.

Ein Teil dieser Ergebnisse sowie eine detailierte Versuchsbeschreibung wurden deswei-
teren in Nature Protocols publiziert [van de Linde et al., 2011].
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3.1.2. Korrelative Mikroskopie, Manuskript 4

Loschberger A.| Franke C., Krohne, G., van de Linde S. and Sauer M. (2014). Correlative
dSTORM and scanning electron microscopy. J. Cell Sci., submitted manuscript, entered
review process. [Loschberger et al., 2014a]

Eigener Anteil:
Probenvorbereitung der Xenopus laevis Kernhiillen fiir dSTORM (Férbungen mit WGA
und Immunfluoreszenz mit gp210), sdmtliche dSTORM-Messungen (Fig. 1, Fig2), Er-
rechnen von WGA-Bildern mit unterschiedlichen Pixelgrofen (Fig.S2), Erstellung von
Fluoreszenz-Ubersichtsbildern fiir SEM (Fig. S3), Zuordnen von korrelativen Bereichen
(dSTORM-SEM) am SEM, Auswertung: Overlay der SEM und dSTORM-Bilder (Fig. 2,
FigS5) (Bestimmen von Landmarken und Bildtransfomation mit bUnwarplJ, Fig. S4).

Zusammenfassung:

Fiir dieses Manuskript wurden korrelative Bilder mit dSTORM und Rasterelektronenmi-
kroskopie (SEM) von Kernhiillen aus Xenopus laevis Oocyten erstellt. Priparationsbe-
dingt wird im SEM-Bild vorallem die nukleoplasmatische Seite der Kernhiille gezeigt, fiir
die dSTORM-Aufnahmen spielte die Orientierung keine Rolle.. Die Struktur selbst (Kern-
poren) konnte zum Setzen von Landmarken verwendet werden, wodurch eine sehr genaue
Bildtransformation mdoglich war. Die Ergebnisse zeigen, dass dSTORM und SEM unter
dieser Vorraussetzung sehr gut kombiniert werden kénnen. In den dSTORM-Aufnahmen
konnten desweiteren vereinzelte Poren mit 9 fach Symmetrie identifiziert werden. Weitere
Details befinden sich in Manuskript 4.

3.1.3. ClickOx, Manuskript 5

Loschberger A., Niehorster T. and Sauer M. (2014). Click chemistry for the conservati-
on of cellular structures and fluorescent proteins: ClickOx. Biotechnol. J., 9(5):693-697
[Loschberger et al., 2014b]

FEigener Anteil:
Entwicklung des ClickOx-Protokolls, Vorbereitung der Praparate (EdU-Einbau, Phall-
oidinfarbung sowie Anwendung verschiedener Click-Protokolle), Weitfeld-, CLSM- und
dSTORM-Aufnahmen, Auswertung der Weitfeld-Daten, Fig. 1-3, Fig. S1-S8.

Zusammenfassung:

In dieser Publikation wird ein neu entwickeltes Click-Protokoll unter dem Namen ,Click-
Ox“ vorgestellt. Zunéchst wurde gezeigt, dass ROS, welche bei der standarmafsigen kup-
ferkatalysierten Azid-Alkin-Cycloaddition entstehen, zellulire Strukturen wie das Ak-
tinskelett zerstéren konnen und auch die Fluoreszenz von fluoreszierenden Proteinen
beeintrachtigen. Mit CLSM und dSTORM-Aufnahmen konnte gezeigt werden, dass der
neue ClickOx-Ansatz, bei welchem der Reaktion enzymatisch Sauerstoff entzogen wird,
zu einer Erhaltung feiner Aktin-Filamente fiithrt. Desweiteren zeigen die Ergebnisse, dass
GFP- und YFP-Fluoreszenzen unter Verwendung des neuen Protokolls weniger stark
geschwicht werden. Daher eignet sich dieser Ansatz insbesondere fiir hochauflésenden
Methoden. Genauere Angaben finden sich in Manuskript 5.
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3.1.4. Chromatinorganisation, Manuskript 6

Vogel B., Loschberger A., Sauer M. and Hock R. Cross-linking of DNA through HMGA1
suggests a DNA scaffold. (2011). Nucleic Acids Res., 39(16):7124-33 [Vogel et al., 2011].

Eigener Anteil:
Durchfithrung und Auswertung der dSTORM-Messungen von Immunlokalisationen von
HMGAT1 und DNA in Cos7 Zellen.

Zusammenfassung:

Die Publikation zeigt erstmals, dass HMGAI1 nicht nur linear an DNA-Strénge binden,
sondern diese auch quervernetzen kann. Die dSTORM-Aufnahmen zeigen eine deutliche
Akkumulation von DNA bei Ubertransfektion von HMGA1a-EGFP im Vergleich zu Kon-
trollzellen und stehen somit im Einklang mit den Ergebnissen des Cross-Linking-Assays
und den elektronenmikroskopischen Aufnahmen. Eine ausfiihrliche Darstellung dieser
DNA-Cross-Linking Figenschaft, sowie eine Beschreibung der entsprechenden Doméne
von HMGAT1 befindet sich in Manuskript 6. Die Ergebnisse dieser HMGA 1-Publikation
dienten als Basis fiir das im Folgenden beschriebene D1-Projekt.
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3.2. Chromatinorganisation durch D1

3.2.1. Lokalisation von D1-EGFP in Zellen

D1 wurde aus ¢cDNA von Drosophila Schneider 2 Zellen (S2-Zellen) amplifiziert, in den
pEGFPN2-Vektor kloniert und die Sequenz iiberpriift. Um die Lokalisation von D1 im
Zellkern zu iiberpriifen, wurde das fertige D1-EGFP Konstrukt in Cos7 Zellen exprimiert
und die Zellen zusétzlich mit Hoechst 33258 gefirbt.

schwache Expression
Hoechst 33258 dD1-pEGFP Hoechst 33258 dD1-pEGFP

starke Expression

Abbildung 3.1.: Ezpression und Lokalisation von D1-EGFP: D1-EGFP wurde in Cos7
Zellen exprimiert und am CLSM analysiert. Die Zellen wurden fiziert und mit Hoechst
33258 gefirbt, um die DNA im Zellkern sichtbar zu machen. Die linken beiden Bilder
zeigen eine schwache Expression (a, b), die rechten beiden Bilder eine starke Expression
von D1 (¢, d). Das DNA-bindende D1-Protein zeigt dasselbe Muster wie die mit Hoechst
gefirbte DNA. Bei starker Expression akkumuliert die DNA.

D1-EGFP lokalisiert immer im Zellkern, je nach Expessionsstirke kann es jedoch in
unterschiedlichen Mustern vorliegen. Bei schwacher Expression ist der Zellkern diffus ge-
farbt (Abb. 3.1a,b), bei etwas stirker Expression akkumuliert DI-EGFP und bei sehr
starker Expression liegt es in grofsen Klumpen vor (Abb. 3.1c¢,d). Die Vergleichsfarbung
der DNA mit Hoechst 33258 zeigt jeweils dasselbe Muster und bestétigt somit die chro-
matinbindenden Eigenschaften des D1-Proteins. Das C-terminal angehingte EGFP stort
hierbei nicht.

3.2.2. Herstellung der Funktionsmutante R10xG

In Anlehnung an eine frithere Arbeit mit HMGA1 [Harrer et al., 2004] wurde fiir D1
eine Mutante mit funktionsunfihigen AT-Haken hergestellt. Bei der Funktionsmutante
R10xG von D1 wurden die AT-Haken-Motive durch Mutation verdndert. Das Arginin
an dritter Stelle im Motiv, wurde durch Glycin ersetzt. Aus RGRP wurde somit RGGP.
Auch die ,potentiellen* AT-Haken [Aulner et al., 2002] 4,5, und 6 (AGRP, VGRP und
LGRP) wurden auf diese Weise mutiert. Da insgesamt 10 Mutationen notwendig waren,
um das DNA-bindende RGRP-Motiv der AT-Haken zu RGGP zu mutieren, wurde die
R10xG Mutante am Computer in silico entworfen und anschliefsend synthetisieren lassen
(von GeneArt). Somit musste sie nur noch in pEGFPN2 umkloniert werden. Abb. 3.2
zeigt ein Schema der R10xG-Mutante im Vergleich zum Wildtyp.
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== RGRP = RGRP M RGRP }=< RGRP |= AGRP }= VGRP }={ LGRP }=~ RGRP |~/ RGRP }~llli< RGRP |~#—llll—— D1 wildtype
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
=={RGGP = RGGP M RGGP == RGGP = AGGP |~ VGGP }=~{ LGGP }=={ RGGP = RGGP =llHi< RGGP =#—lll—— D1 R10xG

Abbildung 3.2.: Schematischer Vergleich von wildtypischem D1 und der Funktionsmutante
R10x G. Bei der Mutante R10x G von D1 wurden die AT-Haken-Motive durch Mutation
funktionsunfihig gemacht. Das Arginin an dritter Stelle im DNA-bindenden Motiv wurde
durch Glycin ersetzt. Aus RGRP wurde somit RGGP, aus AGRP entsprechend AGGP,
uSw.

3.2.3. Analyse von D1-induzierter Chromatin-Akkumulation mittels
Hochauflésung von EdU-markierter DNA

Die unterschiedlichen Muster der hoechstgefirbten DNA in CLSM-Aufnahmen zeigten
bereits einen Einfluss von D1 auf die Chromatinorganisation. Um diesen genauer zu
untersuchen, wurde die DNA mit EdU und Alexa 647-Azid markiert und verschiedene
dSTORM-Messungen durchgefiihrt. Dazu wurden Zellen mit D1-EGFP sowie der Funk-
tionsmutante R10xG-EGFP transfiziert und gleichzeitig mit EAU behandelt. Nach 24 h
wurden sie fixiert und die DNA nach dem selbst entwickelten ClickOx-Protokoll mit
Alexa 647-Azid gefarbt [Loschberger et al., 2014b|. In transfizierten Zellen wurde die
farbstoffmarkierte DNA der Zellkerne mit dSTORM hochaufgeltst. Auferdem wurde ein
zusétzlicher Transfektionsansatz mit einem leeren EGFP-Vektor durchgefiihrt, um den
Einfluss von EGFP iiberpriifen zu kénnen. Ein weiterer Ansatz ohne Transfektion, aber
ebenfalls mit geclickter DNA, diente als Kontrolle.

Abb. 3.3 zeigt, neben den jeweiligen hochaufgeldsten Beispielbildern, Histogramme
mit den relativen H#ufigkeiten des Auftretens von néchsten Nachbarn (nearest neigh-
bors) einzelner Lokalisationen. Die Nearest-Neighbor-Analyse wurde von Christian Fran-
ke durchgefiihrt. Sie basiert auf den von rapid STORM ermittelten Lokalisationsdaten der
einzelnen EdU-Messungen. Als nichste Nachbarn wurden pro Lokalisation die Anzahl der
weiteren Lokalisationen im Umkreis von 100 nm bestimmt. Die Kontrolle, in welcher die
EdU-markierte DNA ohne zusdtzliche Transfektion gefirbt wurde, zeigt eine homogene
Gaufsverteilung der nichsten Nachbarn. Viele Lokalisationen haben eine #hnliche An-
zahl an Nachbarn, nur wenige Lokalisationen haben wenige oder viele Nachbarn, d.h.
die Lokalisationen sind hier recht homogen verteilt. Anders sieht es beim wildtypischen
D1-Protein aus. Hier liegt eine deutlich breitere Verteilung vor, es gibt viel mehr Loka-
lisationen mit wenigen néachsten Nachbarn und auch viel mehr Lokalisationen mit einer
héheren Anzahl an néchsten Nachbarn als in der Kontrolle. Da die Verteilung nach rechts
hin asymmetrisch wird (mehr Lokalisationen mit hoherer Anzahl an Nachbarn) ist auch
die Schiefe dieser Verteilung grofter. Die dSTORM-Bilder selbst lassen auch erkennen,
dass die DNA hier deutlich akkumuliert vorliegt. Der Effekt bei der R10xG Funktions-
mutante ist hingegen recht gering. Die Anzahl der Lokalisationen mit mehr oder weniger
néchsten Nachbarn ist hier nur etwas hoher als bei der Kontrolle. Die Transfektion des
leeren EGFP-Vektors fithrt zu einem &hnlichen Ergebnis wie die R10xG-Transfektion.
Am hinteren Histogrammabschnitt kann man im Vergleich zur Kontrolle gut erkennen,
dass hier mehr Lokalisationen mit einer hoheren Anzahl an nichsten Nachbarn vorliegen
als bei nicht transfizierten Zellen.
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Abbildung 3.3.: dSTORM-Aufnahmen von DNA in U20s-Zellkernen. Alle Zellen wur-
den fiir 24 h mit EAU behandelt. a) zeigt die Kontrolle ohne Transfektion. Die ande-
ren Ansdtze wurden mit DI-EGFP (b), R10x G-EGFP (c) oder leerem EGFP-Vektor
(d) transfiziert. Nach dem Fizieren wurde die modifizierte DNA mit Alexa 647-Azid via
ClickOzx-Reaktion gefdrbt. Die Histogramme zeigen die relativen Hdufigkeiten der ndchs-
ten Nachbarn (# NN) aller Lokalisationen.

Um den ,Verklumpungsgrad der DNA in den unterschiedlichen Ansétzen vergleichen
zu kénnen, wurden die Schiefen der jeweiligen Verteilungen der néchsten Nachbarn be-
trachtet. In Abb. 3.4 a sind die aus den oben beschriebenen Messreihen ermittelten Schie-
fen der Nearest-Neighbor-Verteilungen in einem vergleichenden Sdulendiagramm darge-
stellt. Beim D1-Wildtypprotein liegt die grokte Verklumpung, bei der Kontrolle die ge-
ringste vor. Wie bereits in Abb. 3.3 gezeigt, liegt die EdU-markierte DNA dort sehr
gleichméfig verteilt vor. R10xG und EGFP sind im Rahmen des Fehlers identisch.

Die Weitfeldaufnahmen in Abb. 3.4b zeigen desweiteren, dass D1-EGFP und R10x G-
EGFP ausschliefslich im Zellkern lokalisieren, wobei nur eine Transfektion mit D1-EGFP
zu akkumulierten Strukturen fithrt. Mit R10xG-EGFP iibertransfizierte Zellen zeigen
neben einem diffusen Muster im Kern die typische Uberexpressions-Aggregierung in den
Nukleolen. Da in den EAU-dSTORM-Aufnahmen keine nukleoléren Strukturen sichtbar
sind, wirkt sich die Ansammlung dieses iiberschiissigen Proteins in den Nukleolen wohl
nicht auf die generelle Verteilung/Akkumulation der DNA im Zellkern aus. Freies EGFP
aus der Transfektion mit leerem EGFP-Vektor lokalisiert unspezifisch im Kern und Cy-
toplasma. Der im Vergleich zum Wildtyp zwar geringe, aber in Bezug auf die Kontrolle
klar darstellbare Verklumpungsgrad der DNA (Abb. 3.4a) ist anhand der Muster von
R10xG-EGFP und den nicht fusionierten EGFP-Proteinen in den Weitfeldaufnahmen
nicht zu erkennen (s. Abb. 3.4b). Er kann erst in dSTORM-Aufnahmen und iiber die
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Abbildung 3.4.: Die Schiefe (skewness) der Nearest-Neighbor-Verteilung als Maf fiir
die Verklumpung der DNA bei verschiedenen Ansdtzen (a). Die Daten wurden auf die
Schiefe der Verteilung des Ansatzes mit dem D1-Wildtyp-Konstrukt normiert. (b) zeigt
Weitfeld-Fluoreszenzaufnahmen der transfizierten EGFP-Konstrukte D1, R10xG und
leerer EGFP-Vektor. Die Fichstriche betragen 5 um in a) und 10pum in b).

ermittelte Schiefe der Lokalisationsverteilung nach der Nearest-Neighbor-Analyse darge-
stellt werden.

3.2.4. Klonierung von Deletionsmutanten von D1 und R10xG

Um die Funktionalitit von AT-Haken Gruppierungen in D1 zu untersuchen, wurden
drei Deletionsmutanten hergestellt. Beim Design der einzelnen Mutanten diente das HM-
GA1 Protein als Orientierung, welches 3 DNA-bindende AT-Haken und einen sauren
C-Terminus besitzt [Reeves, 2001]. Die Deletionsmutanten von D1 bestehen deshalb aus
einem kurzen N-Terminus und jeweils 3 AT-Haken. Sie wurden desweiteren so deletiert,
dass sie im c-terminalen Bereich noch einige saure Aminoséiuren besitzen. Der N-Terminus
von D1 wurde als D1 AC bezeichnet, da hier der c-terminale Bereich deletiert wurde.
Es enthilt die AS 1-76. Bei D1 AN wurde entsprechend der N-Terminus deletiert, hier
ist also der C-Terminus des wildtypischen D1 {iibrig (AS 189-355). Bei D1 ANC (AS
108-193) fehlen Bereiche vom N- und C-Terminus, das Protein enthilt die potentiellen
AT-Haken 5-7. Dieselben Deletionsmutanten wurden auch aus dem R10xG Konstrukt
erstellt. Diese Funktionsmutanten wurden entsprechend D1 AC JR3xG, D1 ANCR3xG
und D1 ANR3XxG genannt. Die verschiedenen Mutanten sind in Abb. 3.5 schematisch
aufgefiihrt.

Bei der Herstellung der Mutanten machte sich ein interessanter Effekt bei der unge-
richteten Klonierung bemerkbar. Die Bakterien (XL1Blue) starben sobald wildtypische
Sequenzabschnitte von D1 in Leserichtung in den EGFP-Vektor kloniert wurden. Mit
Hilfe von Kolonie-PCR zeigte sich, dass Kolonien mit ,falsch herum“ eingebauter Se-
quenz iiberlebten. Erst als ein anderes Vektor-Backbone gewdhlt wurde, konnten die
EGFP-Konstrukte richtig orientiert kloniert werden. Beim urspriinglichen EGFP-Vektor
befanden sich Antibiotikaresistenz und Insert auf demselben DNA-Strang. Beim Back-
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bone des SNAPtag-Vektors liegen Resistenz und Insert auf sense und antisense Strang
verteilt. Der SNAPtag in diesem Vektor wurde im Rahmen dieser Arbeit durch EGFP
ersetzt und als ,GFP-Snapbone Vektor bezeichnet (s. A.6). Vermutlich fiihrte eine ge-
ringe Expressionsrate der inserierten DNA zum Absterben der Bakterien.

D77_A355del (1-76) Abbildung 3.5: Schematische Dar-
—|RGRPHRGRPHRGRP'— D1 AC Stellung von DI—DeletionS— UTLd
1 2 3 Deletions-Funktionsmutanten: Bei

DIAC wurde der C-Terminus
deletiert. Das trunkierte Prote-
in besteht aus den AS 1-76 und
enthdlt die ersten drei AT-Haken.

== RGGP =~ RGGP MRGGP = D1 AC R3xG

R11G/R38G/R54G/D77_A355del (1-76)

M1_G107del/V194_A355del (108-193) Bei DIACRSX G wurden die AT-
—{/AGRP M VGRPLGRP— D1 ANC Haken wie bei der Funktionsmutante
5 6 7 R10xG mutiert. Bei DI1ANC

(AS 108-193) sind die potentiel-
len AT-Haken 5-7 enthalten, die

= AGGP }~{VGGP}~ LGGP = D1 ANC R3xG

M1_G107del/R126G/R159G/R178G/V194_A355del (108-193)

entsprechende Funktionsmutante

dazu ist DIANCR3xG. Bei D1 AN

M1_G188del (189-355) wurde der N-Terminus deletiert.
—/RGRP < RGRP - RGRP —i—ll— D1 AN Die Deletionsmutante enthdlt die
8 9 10 letzten drei AT-Haken wund den

—~RGGPH RGGP-EHHRGGP i—lll—— D1 AN R3xG C-Teminus von D1 (AS 189-355).
DIANR3XG ist die entsprechende

Funktionsmutante.

M1_G188del/R200G/R223G/R266G (189-355)

3.2.5. Untersuchung der Mobilitdt von D1-Mutanten mit FRAP

Um die Affinitdt einzelner Abschnitte von D1 zum Chromatin zu untersuchen, wurden
FRAP-Experimente durchgefithrt. Ahnliche Experimente zur dynamischen Interaktion
von HMGA1la und Chromatin wurden bereits vor einigen Jahren durchgefiihrt [Harrer
et al., 2004]. Um die Mobilitdt von D1 sowie den einzelnen D1-Mutanten zu untersuchen,
wurden im Rahmen dieser Arbeit FRAP-Messungen mit D1 sowie den oben aufgefiithrten
Deletionsmutanten (Abb. 3.5), durchgefiihrt. Die jeweiligen Funktionsmutanten (R10x G,
3x R3xG), deren DNA-bindende Doménen in Anlehnung an HMGA1 [Harrer et al., 2004]
durch Mutation funktionsunfihig gemacht wurden, dienten als Negativ-Kontrollen. Ein
Teil der FRAP-Messungen wurde von Ludwig Leidinger im Rahmen seiner Bachelorarbeit
durchgefiihrt.

Da das Chromatin im Kern unterschiedliche Muster aufweist und bereits bekannt ist,
dass Proteindynamiken im Fu- und Heterochromatin unterschiedlich sind, wurde bei
den FRAP-Messungen jeweils der halbe Zellkern gebleicht. Somit wurde sicher gestellt,
die verschiedenen Chromatinbereiche moglichst gleichméfig mit einzubinden. Anschlie-
fend wurde die Fluoreszenzerholung gemessen (siehe 2.5.2). Die Zeit t1 beschreibt den
Zeitpunkt, nach welchem die Hilfte der maximal zuriickgewinnbaren Irftensitéit erreicht
wurde. Fiir die Fluoreszenzerholung des wildtypischen D1-EGFP wurde t1 = 21.3s£5.85s

2
(SD, Standardabweichung) ermittelt. Die hohe Zahl an Messungen liefert stabile Daten.
Mittelwert (f1 = 21.3) und Median (¢1 = 20.06) unterscheiden sich um weniger als 6 %
2 2
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Abbildung 3.6.: Beispiele fiir FRAP-FExperimente mit DI-EGFP und R10xX G-EGFP. Die
linke Kurve zeigt die Fluoreszenzerholung des wildtypischen D1-Proteins, die rechte Kur-
ve die Fluoreszenzerholung der Funktionsmutante R10X G, welche keine funktionsfihigen
AT-Haken mehr besitzt. Die Erholungszeiten t1 sind fiir die jeweils dargestellten Einzel-
messungen angegeben. DI weist mit t1 = 21.91 s in diesem Beispiel eine 6 X langsamere
Erholung auf als R10x G mit t% = 3.(235 s

(siehe 3.1), der Standardfehler liegt bei SE =0.67s.

Im Vergleich zum Wildtypprotein, zeigt die R10xG-Mutante eine deutlich schnelle-
re mittlere Fluoreszenzerholung mit ¢t1 = 3.45s+0.8s (Beispielkurve in Abb. 3.6). Die
Fluoreszenzerholung der Deletionsmutanten D1 AC und D1 AN liegt mit ¢ 1= 4.7s,
bzw. t1 = 4.0s zwar deutlich unter der Erholungszeit des Wildtypproteins, aber {iber
der der Funktionsmutante R10xG. Die Dauer der Fluoreszenzerholung von D1 ANC
liegt mit ¢ 1= 2.2s unter der Erholung von R10xG. Die deletierten Funktionsmutan-
ten D1 ACR3xG, D1 ANCR3xG und D1 ANR3xG weisen mit jeweils t1 = 1.9s die
kiirzesten Fluoreszenzerholungszeiten auf. Die Gesamtauswertung der Ergébnisse ist in
Tabelle 3.1 zusammengefasst. Beispiele fiir Erholungskurven zeigt Abb. 3.7.

Tabelle 3.1.: Zusammenstellung der FRAP-Ergebnisse aller D1-Konstrukte. Fir jedes

untersuchte Konstrukt sind folgende Werte angegeben: Anzahl der Messungen (N ), Mit-

telwert der Fluoreszenzerholungszeit t1 in s, Standardabweichung von t1 (SD) in s,
2

2
Standardfehler des Mittelwerts (SE) in s und der Median (M) in s.

Konstrukt N t% (s) | SD(s) | SE(s) || M (s)
D1 wildtype 74 | 21.29 5.79 0.67 20.06
D1R10xG 82 3.45 0.80 0.09 3.29
D1 AC 64 4.71 1.16 0.14 4.67
D1ACR3xG 65 1.91 0.35 0.04 1.92
D1 ANC 77 2.19 0.43 0.05 2.14
D1ANCR3xG | 58 1.90 0.30 0.04 1.90
D1 AN 64 4.01 0.89 0.11 4.04
D1 ANR3xG 42 1.86 0.40 0.06 1.75
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Abbildung 3.7.: FRAP-Ezxperimente mit DI1-Deletions- und zugehérigen Funktionsmu-
tanten, bei welchen die AT-Haken funktionsunfihig gemacht wurden. Die Abbildung zeigt
Beispiele von typischen Fluoreszenzerholungskurven von D1 AC, DIACR3xG, DIANC,
DIANCR3xG, DIAN und DI AN R3x G. Die Erholungszeiten t% sind fiir die jeweils

dargestellten Einzelmessungen angegeben.
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4. Diskussion

4.1. Anforderungen an biologische Modellstrukturen

Zu Manuskript 1, 2 und 3.

Biologische Modellstrukturen in der Hochauflésung dienen in erster Linie der ,Quali-
tatssicherung®. Deswegen sollten folgende Fragen mit Hilfe von guten Modellstrukturen
beantwortet werden konnen: Wie verldsslich sind die Ergebnisse, die man mit seiner
mikroskopischen Methode, in diesem Fall dSTORM, erzielen kann? Wie prizise ist die
Auswertung? Funktionieren die Farbungen, gibt es Nebeneffekte?

4.1.1. Fixierte Proben: Kernporenkomplexe

Da sie einen Durchmesser unterhalb der klassischen Auflosungsgrenze der Lichtmikro-
skopie aufweisen und ihre Groéfe und Achtfachsymmetrie seit langem aus der Elektro-
nenmikroskopie bekannt sind [Callan and Tomlin, 1950, Gall, 1967, Scheer et al., 1988|,
kénnen Kernporenkomplexe als ideale Modellstruktur fiir die hochauflésende Mikroskopie
betrachtet werden. Im Rahmen dieser Arbeit wurden vor allem Kernhillen von Xenopus
laevis Oocyten verwendet, deren hohe Porendichte - und somit auch Dichte der Gesamt-
struktur - eine weitere Herausforderung an die Hochauflésung stellt. Zur Sichtbarma-
chung der Achtfachsymmetrie dienten Immunfluoreszenzen gegen gp210-Proteine, welche
den Kernporenkomplex in der Kernhiille verankern [Greber et al., 1990]. Der zentrale Ka-
nal wurde mit WGA (Weizenkeimagglutinin) markiert, welches an N-Acetylglucosamine
einiger zentraler Nukleoporine, wie z.B. Nup 62, bindet [Davis and Blobel, 1986].

Strukturanalyse und laterale Auflosung

Mit der gp210-Immunfluoreszenz konnte die Achtfachsymmetrie der Kernpore erstmals
mit einer lichtmikroskopischen Methode aufgeldst werden. Dasselbe gilt fiir die Darstel-
lung des zentralen Kanals, welcher mit WGA markiert wurde. Fiir den Durchmesser der
dufseren gp210-Ringstruktur wurde ein Wert von 161nm 4+ 17nm und fiir den inneren
WGA-Ring ein Wert von 38 nm £ 5nm bestimmt. Diese Werte wurden von unserem Ko-
operationspartner Bernd Rieger im Rahmen des Fehlers bestétigt. Dazu fiihrte er mit
einer automatisierten Bildanalyse, dem sogenannten ,particle averaging®, aus den Lokali-
sationen vieler Einzelporen die Berechnung einer ,Durchschnittskernpore durch. Dieses
Verfahren stammt urspriinglich aus der Elektronenmikroskopie und dient dazu, aus vielen
FEinzelbildern eine optimale, teils auch dreidimensionale Rekonstruktion einer bestimmten
Struktur zu erzeugen. Die Kombination aus Hochauflésung und ,single particle averaging®
wurde spéter auch von Jan Ellenbergs Gruppe mit verschiedenen Nukleoporinen publi-
ziert [Szymborska et al., 2013]. Vereinzelt konnten in spiteren dSTORM-Aufnahmen bei
der manuellen Auswertung Kernporen mit Neunfachsymmetrie entdeckt werden, deren
Vorkommen in Xenopus laevis Kernhiillen in der Literatur bereits beschrieben ist [Hin-
shaw and Milligan, 2003]. Demnach bestehen 2% der Kernporen in Oocyten-Kernhiillen
aus mehr als acht Untereinheiten. Solche strukturellen Subpopulationen werden bei einer
Methode, wie ,particle averaging” nicht erkannt.
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Die laterale Auflosung der dSTORM-Bilder konnte iiber die Halbwertsbreite (full width
half maximum, FWHM) fiir gp210 mit 29nm + 7nm angegeben werden. Eine héhere
Auflésung wurde bei der Markierung des Zentralkanals erreicht. Die Halbwertsbreite
betrug hier 15nm 4+ 4nm. Die bessere laterale Auflésung lésst sich mit der Gréfke des
Markierungsmolekiils erklaren. Wéhrend das direkt markierte WGA nur etwa 5nm grofs
ist, haben IgG und F(ab’)e-Fragment, welche bei der indirekten Immunfluoreszenz zum
Einsatz kommen, eine Gréfse von 8-10nm. Generell gilt, je kleiner die Fluoreszenzsonden
bei der Markierung von Proben sind, umso exakter kdnnen die entsprechenden Strukturen
aufgelost werden.

Alles in allem passen die dSTORM-Ergebnisse optimal mit den Erkenntnissen bishe-
riger elektronenmikroskopischer Aufnahmen zusammen und zeigen, dass Kernporenkom-
plexe eine geeignete Modellstruktur fiir die Hochauflésung sind. Da nun auch strukturell
glaubhaft gezeigt werden konnte, dass mit dSTORM eine laterale Auflésung von bis zu
15nm méglich ist, bzw. Ringstrukturen von 40nm Durchmesser problemlos dargestellt
werden koénnen, konnen die entsprechenden Praparate durchaus zum Testen solch mi-
kroskopischer Aufbauten verwendet werden. Gp210-Immunfluoreszenzen auf A6-Zellen,
die zu sehr sauberen Ergebnissen fithren [van de Linde et al., 2013|, wurden bereits zum
Testen eines kostengiinstigen Praktikumssetups benutzt, welches von Thorge Holm auf-
gebaut worden war [Holm et al., 2014]. Hier konnten zwar nicht die Achtfachsymmetrien,
aber zumindest die Ringstrukturen der Kernporen mit einer lateralen Auflésung, bzw.
Halbwertsbreite, von 60-65nm aufgeltst werden.

Zweifarben-Experimente

Bereits die ersten Zweifarben-Aufnahmen, die noch mit einer einzigen Kamera sequenti-
ell aufgenommen wurden, so dass Orientierungspunkte (landmarks) fiir die Bildkorrek-
tur per Hand ausgewihlt mussten, fithrten zu hervorragenden Ergebnissen [Loschberger
et al., 2012|. Der mit WGA-Atto 520 markierte zentrale Kanal der Kernporen, befand
sich durchgehend innerhalb des duferen gp210-Ringes, welcher via Immunfluoreszenz mit
Alexa 647 markiert worden war. Somit konnten spéter die beiden ,echten* Zweifarben-
Methoden sowie deren Auswertung auf ihre Giite kontrolliert werden:

Bei den sequentiellen Aufnahmen werden die Signale der beiden Farbkanile nun auf
zwei aufeinander abgestimmten Kameras abgebildet. Eine Bildsequenz aus Tetraspecs,
welche auf beiden Kanilen detektiert wird, dient als Grundlage fiir das spitere Align-
ment der beiden dSTORM-Aufnahmen mit bUnwarpJ [Arganda-Carreras et al., 2006].
Korrigiert werden auf diese Weise chromatische Abberationen, die bei der Verwendung
unterschiedlicher Farbstoffe, wie z.B. Alexa 647 und Alexa 532, auftreten.

Die zweite Methode greift auf zwei spektral iiberlappende Farbstoffe, in diesem Fall
Alexa 647 und Alexa 700, zuriick. Deren Fluoreszenz wird auf zwei, durch einen entspre-
chenden Strahlteiler getrennten, Kanilen aufgenommen. Die Emission eines Farbstoffes
wird somit auf beiden Kameras, aber mit unterschiedlichen Intensitéiten, detektiert. Uber
die so entstehenden unterschiedlichen Intensitétsverhéltnisse kénnen die einzelnen Signa-
le nun dem Ursprungsfarbstoff zugeordnet werden [Wolter et al., 2012].

Die Ergebnisse zeigen, dass beide Methoden, insbesondere im Hinblick auf die Daten-
auswertung, verldsslich funktionieren und keine Artefakte abgebildet werden. Der innere
WGA-Ring befindet sich jeweils im Zentrum des gp210-Rings. Folglich kann man davon
ausgehen, dass auch Aufnahmen unbekannter Strukturen zu biologisch ,richtigen Ab-
bildungen fiihren. Somit sind die Kernporen eine ideale Struktur, um die Qualitit eines
Setups fiir Zweifarbenmessungen zu iiberpriifen.
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4.1.2. 3D: Kernhiille

Die Kernporen der Kerne von A6-Zellen dienten auch als Teststruktur fiir die 3D-Auswer-
tung mit der von Steve Wolter entwickelten Software rapid STORM [Wolter et al., 2012].
In Zusammenarbeit mit Thorge Holm konnten Aufnahmen mit den beiden Ansitzen
Biplane und Astigmatismus gezeigt werden. Die Z-Position der mit mab414 markierten
Kernporen, und somit die Kriimmung des Zellkerns, wurde farbcodiert wiedergegeben.
Details wurden nicht aufgelost. Die Kernhiille war vor allem deshalb so gut geeignet, da
sie trotz eines verhéltnisméfkig grofen Durchmessers (Zellkern) insgesamt sehr ,diinn“
markiert war. Eine zu hohe Markierungsdichte kann bei 3D-Aufnahmen zu Problemen
fiihren. Die Ergebnisse zeigen also, dass Messungen und Auswertung bei 3D-dSTORM
prinzipiell artefaktfrei moglich sind. Die Herausforderung fiir 3D-Aufnahmen wird in
Zukunft zum grofsen Teil auch in der Probenvorbereitung liegen. So miissen z.B. Hinter-
grundfluoreszenzen so gering wie mdglich gehalten werden.

4.1.3. Lebende Zellen: H2B und Lamin C

Die ersten publizierten dSTORM Lebendzellaufnahmen wurden mit farbstoffmarkiertem
Trimethoprim (TMP), welches an Escherichia coli Dihydrofolatreduktase (eDHFR) bin-
det durchgefiithrt [Wombacher et al., 2010]. Genau wie bei GFP-Konstrukten, wird auch
eDHFR als Fusionsprotein mit dem zu untersuchenden Protein exprimiert. Im Rahmen
dieser Arbeit wurde die Eignung des kommerziell erhdltlichen SNAP-Tags sowie zwei-
er dazugehoriger Farbstoffe fiir Lebendzellexperimente mit dSTORM untersucht. Beim
SNAP-Tag handelt es sich um die O5-Benzylguanin-DNA-Alkyltransferase, an welche
05-Benzylguaninderivate, wie SNAP-Cell 505 oder SNAP-Cell TMR-Star, binden. Das
Fusionsprotein H2B-SNAP wurde in verschiedenen Zelllinien (Cos7, Hep2 und 3T3) ex-
primiert und nach Farbung mit SNAP-Cell TMR-Star erfolgreich mit dSTORM hochauf-
gelost [Klein et al., 2011]. Die Ergebnisse zeigen auch, dass der verwendete TMR-Farbstoff
- genauer gesagt, dessen Radikale - mit 405nm erfolgreich angeregt werden kann. Mit
kurzen Pulsen kann somit die Dichte der fluoreszierenden Farbstoffe reguliert werden.
Fiir ein gutes Bild ist es aber nicht zwingend notwendig diese Wellenlénge zuzuschalten.

In Kotransfektionsexperimenten mit H2B-EGFP konnte die Spezifitit der SNAP-Tag-
Markierung iiber die Kolokalisation beider Farbungen (SNAP-Cell TMR-Star, EGFP)
bestatigt werden. Desweiteren wurde im Rahmen dieser Arbeit gezeigt, dass die Markie-
rung von H2B-SNAPtag mit SNAP-Cell 505 zwar in menschlichen, aber nicht in Maus-
zellen (3T3, C2C12) funktioniert. Demnach scheint dieser Farbstoff nicht in der Lage zu
sein, die murine Kernmembran zu durchdringen.

Lamin C - Halotag . . Abbildung 4.1: dSTORM-Aufnahme

: o einer lebenden Hela-Zelle, die mit
GNAEGR-mLamin-C Halotag transfi-
ziert und vor der Aufnahme mit dem
HaloTag® TMR-Ligand gefirbt wurde.
Die Markierung tber den Halotag und
TMR-Farbstoff ist insgesamt sehr sau-
ber, der markierte Bereich im inneren
des Zellkerns ist auf die Faltung der
Kernmembran  zuriickzufihren.  FEich-
strich: 5um
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Generell kann man sagen, dass das Core-Histon H2B ein ideales Zielprotein zum Testen

von Tags und zugehdrigen Farbstoffen fiir Lebendzellaufnahmen ist, da es sehr immobil
ist. Frithere FRAP-Experimente zeigten, dass nur etwa 3% der H2B-Population schnell
ausgetauscht werden, 40% dagegen nur sehr langsam und 50% bleiben stabil am Chro-
matin gebunden [Kimura, 2005].
Ein groftes Problem bei dSTORM in lebenden Zellen liegt darin begriindet, dass sich zum
einen die Zellen selbst bewegen, und einige Proteine auch eine hohe Dynamik aufweisen.
Im Gegensatz zu H2B-SNAP, fiihrten Experimente mit selbstkloniertem SNAP-Tubulin
und SNAP-Aktin-Konstrukten zu keinem brauchbaren Ergebnis, d.h. die Struktur war
nicht erkennbar. Das duferst immobile myr-Lamin C [Jahn et al., 2010] hingegen eignete
sich ebenfalls sehr gut fiir die Hochauflosung und wurde erfolgreich als Fusionsprotein
mit Halotag getestet (s. Abb. 4.1). Weitere Farbstoffe und Tags wurden von Teresa Klein
im Rahmen ihrer Dissertation untersucht.

4.2. Korrelative Mikroskopie

Zu Manuskript 4:

Wihrend die Elektronenmikroskopie ein elektronendichtes Relief der gesamten biologi-
sche Struktur eines Praparats zeigt, liefert das hochaufgeloste liberlagerte Fluoreszenzbild
Informationen tiber die Position einzelner, spezifischer Proteine innerhalb dieser Struktur.
Die Kernhiille von Xenopus laevis Oocyten eignet sich sehr gut fiir korrelative Mikro-
skopie, da sie sehr flach auf ein Deckglas prapariert werden kann. Somit kénnen zuerst
von unten durch das Deckglas die iiblichen dSTORM-Aufnahmen gemacht werden und
spater, wenn das Préparat fiir die EM vorbereitet ist, von oben Bilder mit dem Raster-
elektronenmikroskop aufgenommen werden. Da bei der Priparation der Kernhiille in der
Regel die cytoplasmatische Seite auf dem Deckglas zu liegen kommt, sieht man auf den
korrelativen Aufnahmen im EM meistens die innere, nukleoplasmatische Seite mit den
Baskets. Nur durch die Fluoreszenz am dSTORM-Setup kann nicht beurteilt werden, wie
herum die Kernhiille auf dem Deckglas liegt.

Da man die Kernporen aus beiden Bildern einander recht gut zuordnen kann, ist bei
diesen Aufnahmen ein intrinsisches Alignment tiber die Struktur moglich. Die Zentren
einiger Kernporen, die optimal iibereinander passen, werden in beiden Bildern als zu-
sammengehorige Referenzpunkte (Landmarken) markiert, wodurch das dSTORM-Bild
vor dem Overlay in das EM-Bild transformiert werden kann. Die Transformation er-
folgt genauso, wie bei den oben erwihnten Zweifarben-Aufnahmen, mit dem Programm
bUnwarpJ.

Die Bilder, die im Rahmen dieser Arbeit erstellt wurden, zeigen, dass eine Kombi-
nation aus dSTORM und SEM unter Verwendung guter Landmarken sehr gut moglich
ist. In der Regel kann jedoch nicht die Struktur selbst fiir das Alignment der Bilder
verwendet werden. Dann muss auf Hilfsmarker zuriickgegriffen werden, die in der Fluo-
reszenz und im EM sichtbar sind. Diese diirfen sich dann bei der EM-Probenvorbereitung
im Bezug auf ihre strukturelle Umgebung nicht verschieben. Dies wird in Zukunft eine
grofke Herausforderung an die Probenvorbereitung stellen, denn je hoher die angestrebte
Auflésung der korrelativen Bilder ist, umso kleiner muss der Fehler dieser Landmarken
gehalten werden.
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4.3. ClickOx

Zu Manuskript 5:

Die kupferkatalysierte Click-Chemie, welche 2002, in Erweiterung der 1,3 dipolaren
Cycloaddition von Rolf Huisgen [Huisgen, 1963], von zwei unabhéngigen Gruppen pu-
bliziert wurde [Rostovtsev et al., 2002, Tornge et al., 2002], erfreut sich, einerseits dank
ihrer hohen Spezifitit und andererseits dank ihrer Einfachheit, zunehmender Beliebtheit.
Dies gilt insbesondere fiir die Hochauflésung, da dort mdoglichst kleine Fluoreszenzmar-
ker erwiinscht sind [Sauer, 2013, van de Linde et al., 2013]. Im Rahmen dieser Arbeit
wurde ein erweitertes, struktur- und proteinschonendes Click-Protokoll entwickelt und
unter dem Namen ,ClickOx* veréffentlicht [Loschberger et al., 2014b].

Das urspriingliche Ziel bestand darin, eine Zelle im Rahmen eines sFLIM-Projekts
mit moglichst vielen Fluorszenzsonden zu markieren. Da man bei Antikérpern spezies-
bedingt schnell an Grenzen stoft, wurde zusétzlich auf fluoreszierende Proteine (EGFP,
mRFP), Mitotracker (Mitochondrien), Phalloidin (F-Aktin), Dragb (gesamte DNA) und
auch EdU (replizierte DNA), welches {iber Click-Chemie mit fluoreszenzmarkierten Azi-
den detektiert wird, zuriickgegriffen. Jede dieser Féarbungen funktioniert fiir sich alleine
zuverlassig. Erst bei Kombination der Markierungs-Protokolle zeigt sich, ob sie zueinan-
der kompatibel sind.

Die Angaben von Life Technologies zur Inkompatibilitdt der EAU-Farbung via Click-
Chemie mit Phalloidin, sowie der Hinweis, einen Tubulin-Antikérper zum Firben des
Cytoskeletts zu verwenden, fithrten zu der Theorie, dass Aktinfilamente moglicherwei-
se bei dieser Reaktion zerstort werden. Diese Annahme konnte, sowohl experimentell als
auch durch Literaturrecherchen, bestéatigt werden: Eine Behandlung mit CuSOy fiihrt bei
Muscheln zu abgerundeten Filopodien sowie einer Auflosung von Filamenten des Aktin-
Netzwerks und desorganisiertem Fibronectin [Fagotti et al., 1996]. Desweiteren schéidigt
Kupfer insbesondere Leberzellen und kann zur Entstehung von reaktiven Sauerstoffspezi-
es (ROS), wie HyO2 oder Hydroxylradikalen (‘OH), beitragen |Gaetke and Chow, 2003].
Aktinfilamente wiederum depolymerisieren, wenn sie mit HoO9 behandelt werden [Las-
sing et al., 2007]. Mit Hilfe von Ascorbinsédure wird nach dem géngigen Click-Protokoll
der EdU-Azid-Markierung Cu?* zu Cu™ reduziert [Salic and Mitchison, 2008]. Ascorbat
ist jedoch auch in der Lage, Og zu HyOs zu reduzieren, welches wiederum mit Cu™t zu
Hydroxylradikalen reagieren kann [Fry, 1998]:

Cut + HoO9 — Cu?t +OH + OH™

Darauf folgte die Uberlegung, der Click-Reaktion den Sauerstoff enzymatisch zu entzie-
hen [Benesch and Benesch, 1953|, was zum besseren Photoschalten von Cyaninfarbstoffen
auch bei dSTORM-Messungen gebrauchlich ist [van de Linde et al., 2011]. So wurden
im Rahmen dieser Arbeit fiir die EAU-Markierung der DNA folgende Protokolle mitein-
ander verglichen: Ein bereits publiziertes Standardprotokoll [Salic and Mitchison, 2008],
das Protokoll von Life Technologies (geméf ,EdU Imaging Kit“) und das selbst erweiter-
te ,,ClickOx“-Protokoll mit Sauerstoffentzug und einem zusitzlichem EDTA-Waschschritt
zur Entfernung von Cu?* Ionen.

Die Ergebnisse zeigen, dass Schiden am Aktin-Cytoskelett unter Standardbedingungen
bei geringer Kupfer-Konzentration in den dSTORM-Experimenten viel deutlicher zu er-
kennen sind als auf konfokalen Bildern. Bei letzteren fillt vor allem ein Intensititsverlust
der Fluoreszenz auf. Erhoht man nun die Kupferkonzentration, so ist der zerstorerische
Effekt der ROS-Spezies auch hier klar erkennbar. Beim kommerziellen Kit sind alle Aktin-
filamente zerstort, wie bereits durch die von Life Technologies erwihnte Inkompatibilitdt
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mit Phalloidin, welches and F-Aktin bindet und dieses stabilisiert, angedeutet. Wird
jedoch der Sauerstoff im Reaktionsansatz mit Hilfe von Glucoseoxidase und Katalase
entzogen, wie es beim ,ClickOx“Puffer der Fall ist, so bleiben die Feinstrukturen und
auch die Fluoreszenz-Intensitéten der Filamente sehr gut erhalten. Die Erhaltung von
filamentosen Feinstrukturen ist insbesondere fir hochauflésende Mikroskopie-Methoden,
wie dSTORM, von grofer Bedeutung.

ROS schédigen jedoch nicht nur Aktinfilamente, sondern fithren auch zum Fluoreszenz-
verlust von fluoreszierenden Proteinen [Alnuami et al., 2008]. Im Vergleich zum Standard-
Protokoll konnte mit Hilfe des ClickOx Protokolls eine um 67% hdohere Intensitéit der
gesamten eYFP-Fluoreszenz in HEK293-Zellen gezeigt werden. Die maximalen Intensi-
téiten (hellsten Pixel) von GFP in PC3-GFP-Zellen lagen unter ClickOx-Bedingungen,
sowohl bei niedriger als auch hoher Kupferkonzentration, etwa 46% iiber dem Standard-
Protokoll. Da demnach auch fluoreszierende Proteine von diesem Protokoll profitieren,
ist auch ein positiver Effekt bei hochauflésenden PALM-Experimenten mit beispielsweise
mEos2 oder pamCherry zu erwarten.

Die in wvitro Zerstorung des Aktinskeletts gehort vermutlich zu den stirkeren Schi-
den, welche durch ROS in fixierten Zellen erzeugt werden. Doch héufig reicht bereits
eine kleine Verdnderung von Epitopen, um eine folgende Immunfluoreszenz unmdoglich
zu machen. Dafiir spricht auch die Beobachtung im Rahmen meiner Diplomarbeit, dass
Immunfluoreszenzen, welche vor der Click-Reaktion durchgefiihrt werden, besser funk-
tionieren als solche, die nach der Click-Reaktion durchgefiihrt werden. Deshalb wurden
die AK-Inkubationen damals immer vor der Click-Reaktion durchgefiihrt [Loschberger,
2009].

Eine Alternative zur kupferhaltigen Click-Chemie arbeitet mit Biarylazacyclooctino-
nen (BARAC) [Jewett et al., 2010]. Allerdings reagieren gespannte Cyclooctine langsamer
mit Aziden als endsténdige Alkine, welche Kupfer benétigen [Uttamapinant et al., 2012].
Eine andere, etwas schonendere Methode verwendet zwar Kupfer, aber zusédtzlich den
Kupferchelator THPTA [Hong et al., 2009, Uttamapinant et al., 2012]. Mit einer Kom-
bination aus ,ClickOx“ und THPTA sind vermutlich noch bessere Ergebnisse in Bezug
auf die Strukturerhaltung moglich. Es kénnte sich daher lohnen, dieser Fragestellung
experimentell nachzugehen, da die Strukturen somit nicht nur vor ROS, sondern auch
vor freiem Kupfer geschiitzt werden, welches ja letztendlich wieder ein Ausléser der ROS
Entstehung ist.

4.4. Chromatinorganisation: Anwendungsbeispiel D1-Projekt

Zu Manuskript 6 und Abschnitt 3.2:

Bereits die CLSM-Bilder zeigten, dass eine starke Expression von D1 zur Akkumu-
lation von DNA fiithrt (s. Abb. 3.1). Wahrend eine niedrige Expressionrate noch eine
gleichméfige, diffuse Hoechstfarbung zur Folge hat, kommt es bei starker Expression zu
groken ,Hoechst-Klumpen“. Eine starke Uberexpression von HMGA1 fiihrt ebenfalls zu
solchen Mustern von DNA im Zellkern, was auf dessen DNA-Cross-Linking-Eigenschaft
von HMGAL1 zuriickzufiihren ist [Vogel et al., 2011].

Die offensichtlichen Ahnlichkeiten zwischen HMGA1 und D1 bei Uberexpression lassen
vermuten, dass bei D1 ein dhnlicher Sachverhalt vorliegt. Um dies zu tiberpriifen wurde
zunichst eine Funktionsmutante (R10xG) des D1-Proteins hergestellt, bei welcher al-
le AT-Haken funktionsunfihig gemacht wurden (s. Abb. 3.2). DNA in Zellen wurde mit
EdU markiert und ihre Anordnung unter dem Einfluss von Transfektionen mit D1-EGFP,
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D1-R10xG-EGFP und leerem EGFP-Vektor gezeigt. Die mit dSTORM hochaufgeldsten
Bilder bestétigten, dass DNA in der Kontrolle sehr gleichméfig verteilt ist, was auch
bereits von Zessin et al. gezeigt wurde [Zessin et al., 2012]. Wird das wildtypische D1-
Protein exprimiert, so kommt es wieder zu einer starken Akkumulation der DNA. Das
liegt vermutlich daran, dass D1 mit mindestens sieben AT-Haken - nimmt man die ,po-
tentiellen“ AT-Haken mit dazu, sind es sogar zehn - an DNA binden kann. Da das Protein
im Vergleich zu HMGA1 auch wesentlich langer ist, kann es durchaus sein, dass es mit
unterschiedlichen AT-Haken an unterschiedliche DNA-Stringe bindet und diese somit
vernetzt. Die DNA- Muster von R10xG- EGFP und leerem EGFP-Vektor sehen im
Weitfeld aus wie die Kontrolle. Die DNA ist hier recht gleichméfig verteilt, die Mutante
scheint also, - wie R3xG bei HMGAL, - tatsdchlich nicht mehr an DNA binden zu kén-
nen. Im hochaufgelésten Bild ist die Verteilung nicht mehr ganz so homogen, allerdings
liegen keine extrem dichten Bereiche, wie bei D1-EGFP, vor.

Sobald die Einzelmolekiil-Information der dSTORM-Messungen genutzt wird, um mit
den einzelnen Lokalisationen eine Nearest-Neighbor-Analyse durchzufiihren, lassen sich
die Unterschiede in der Chromatinverteilung iiber die Schiefe der Nearest-Neighbor-
Verteilung (Abweichung von einer idealen Gaufiverteilung) darstellen. Hierbei werden die
relativen H&ufigkeiten der néchsten Nachbarn (im Umkreis von 100nm) betrachtet (s.
Abb. 3.3). Bei der Kontrolle erhédlt man eine sehr homogene Gaufverteilung, da die DNA
hier gleichméfig im Zellkern verteilt ist. Die starke Akkumulation der Fluoreszenz der
Edu markierten DNA bei Expression des wildtypischen D1 Proteins spiegelt sich hingegen
in einer hohen Schiefe der Verteilung wider. Anhand dieser Nearest-Neighbor-Verteilung
wird nun auch deutlich, dass bereits die Transfektion eines leeren EGFP-Vektors zu einer
geringen Umverteilung der DNA im Zellkern fiihrt. Die Ergebnisse von R10xG-EGFP
und der Transfektionskontrolle mit leerem EGFP sind im Rahmen des Fehlers identisch
(s. Abb.3.4). Wie erwartet kann demnach R10xG DNA nicht mehr akkumulieren und
hat vermutlich keinen - oder zumindest keinen optisch darstellbaren - Einfluss mehr auf
die Chromatinorganisation. Die Tatsache, dass die DNA bereits bei einer Transfektion
mit EGFP eine andere Verteilung als in der Leer-Kontrolle aufweist, liegt vermutlich
darin begriindet, dass EGFP keine Affinitdt zu Chromatin hat und sich somit in den
Bereichen aufierhalb des Chromatins ansammelt oder dieses auf Grund von Platzmangel
auch etwas zusammendringt.

Um die Mobilitéit - und somit auch die Affinitdt zum Chromatin - von D1, R10x G sowie
einzelner AT-Gruppierungen zu untersuchen, wurden FRAP-Messungen durchgefiihrt (s.
Abb. 3.6, 3.7 und Tab. 3.1). Um alle Chromatinbereiche mit einzubinden, wurde jeweils
der halbe Zellkern gefrapt. Das wildtypische D1 weist mit t% = 21.3s+5.8 s (SD) die
langsamste Fluoreszenzerhohlung auf. Die zugehérige Funktionsmutante R10x G-EGFP
zeigt im Vergleich zum Wildtyp eine sechsmal schnellere Erholung mit ¢ 1= 3.45s+0.8 s
(SD). Diese Ergebnisse bestétigen, dass D1 mit seinen AT-Haken an Chromatin bindet,
und dass R10xG diese Fahigkeit verloren hat. Die Schwankungen innerhalb der FRAP-
Messungen lassen sich durch unterschiedliche Kernformen (rund bis linglich) erkldren.
Die FRAP-Ergebnisse der Deletionsmutanten D1 AC, D1 AN und der dazugehorigen
Funktionsmutanten D1 ACR3xG und D1 AN R3xG zeigen, wie erwartet, dhnliche Er-
gebnisse. Mit ¢ 1= 4.7s und ¢ 1= 4.1s haben sie eine langsamere Erholung als ihre
entsprechenden Funktionsmutanten (je t1 = 1.9s), was, wie eben schon erwéhnt, damit
zu begriinden ist, dass nur Fusions-Proteine mit funktionierenden AT-Haken an DNA
binden kénnen. Die beiden wildtypischen Deletionsmutanten weisen eine 2.2-2.5 x lang-
samere Fluoreszenzerholung auf als die entsprechenden R3xG-Mutanten. Anders sieht es
bei der wildtypischen Deletionsmutante D1 ANC aus, in welcher die drei ,potentiellen”

47



4. Diskussion

AT-Haken [Aulner et al., 2002| vorliegen. Sie unterscheidet sich mit ¢ 1 =225 kaum
von ihrer zugehorigen Funktionsmutante D1 ANC R3xG, welche wie die anderen beiden
R3xG-Mutanten eine Fluoreszenzerholung mit tL = 1.9s besitzt (s. Tab. 3.1). Das be-
deutet, dass diese ,potentiellen AT-Haken vermutlich nicht wie gedacht an DNA binden
und D1 ANC hochstens eine geringfiigig hohere Affinitdt zum Chromatin aufweist als die
entprechende D1 ANC R3x G-Mutante.

Die Ergebnisse zeigen somit, dass die potentiellen AT-Haken-Motive ,AGRP“, VGRP*
und ,LGRP“ anscheinend nicht in der Lage sind, DNA so zu binden, wie das klassische
LRGRP“-Motiv. Um genauere Aussagen treffen zu koénnen, miisste man jedoch die drei
potentiellen AT-Haken-Motive getrennt voneinander und im unmittelbaren Vergleich zu
,RGRP* untersuchen.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde das D1-Protein mit mikroskopischen Methoden unter-
sucht. Alles in allem ist auf Grund der FErgebnisse stark davon auszugehen, dass D1 in der
Lage ist, DNA quer zu vernetzen. Einen weiteren Hinweis auf die DNA-Quervernetzung
durch D1 lieferten Ergebnisse von Ludwig Leidinger, der im Rahmen seines F-Praktikums
bei mir zeigen konnte, dass U20s-Zellen nach Transfektion mit D1-EGFP im Vergleich
zu R10x G die Mitose nicht iiberleben. Die starke Verklumpung der DNA duch D1 fiihr-
te beim Wildtyp zu einer Todesrate von 95%, bei R10xXG nur zu einer Todesrate von
13%. Hier wurden die Zellen 24 h nach der Transfektion fiir weitere 24 h in der Biostation
beobachtet. Die Filme zeigten deutlich, dass die Mitose der Zeitpunkt war, den stark
transfizierte Zellen nicht tiberlebten. Folglich macht sich spétestens hier ein negativer Ef-
fekt dieser kiinstlich erzeugten Chromatin-Aggregation bemerkbar. Ob die Cross-Linking-
Eigenschaft auf die vorderen und hinteren Gruppen von AT-Haken zuriickzufiihren ist,
welche an separate DNA-Stringe binden, oder ob es eventuell eine Cross-Linking-Domine
wie bei HMGAL1 gibt, ist jedoch nicht klar. Hierzu miissten biochemische Versuche, wie
z.B. Cross-Linking-Assays mit aufgereinigten Mutanten in vitro, durchgefiihrt werden.

4.5. Fazit und Ausblick

Im Rahmen dieser Arbeit wurde der Kernporenkomplex als Modellstruktur fiir die Hoch-
auflésung eingefiihrt. Daran konnte gezeigt werden, dass neben sauberen Einfarben-
Messungen auch Zweifarben-Experimente und sogar korrelative Aufnahmen mit hoher
Qualitédt moglich sind. An dieser Stelle sei darauf hingewiesen, dass dies ohne einen qua-
litativ hochwertigen Antikérper, wie den gegen gp210, nicht moglich gewesen wire. Der
Antikérper erkannte dufterst spezifisch gp210 und erzeugte fast keinen Hintergrund durch
unspezifische Bindung.

Desweiteren konnte, in Zusammenarbeit mit Christian Franke, die Einzelmolekiilinfor-
mation aus dSTORM-Bildern zur Beschreibung der Chromatinorganisation unter Ein-
fluss von D1 herangezogen werden. Die Nearest-Neighbor-Analyse und die daraus er-
mittelten Schiefen der Verteilungen der néchsten Nachbarn kénnen verwendet werden,
um Informationen iiber den Verpackungsgrad von DNA zu gewinnen. Man koénnte mit
diesem Ansatz generell die Verteilung von Chromatinproteinen im Zellkern genauer un-
tersuchen. Anstatt unterschiedliche Chromatinbereiche zu extrahieren, um unterschiedli-
che Zusammensetzungen des Chromatins biochemisch zu untersuchen, konnte hiermit die
Einzelmolekiilinformation der dSTORM-Messungen genutzt werden, um unterschiedliche
Dichteverteilungen eines Proteins in unterschiedlichen Chromatinbereichen aufzuzeigen.
Man l4ge hier sicher um einiges ndher am nativen Zustand des Chromatins als bei pro-
teinbiochemischen Analysen, wie z.B. der Chromatin-Immunprézipitation. Da es immer
mehr Antikérper gegen spezifische Modifikationen von Chromatinproteinen gibt, kénnte
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mit dSTORM ein epigenetisches Mapping von Zellkernen durchgefithrt werden. Auch
hierfiir sind spezifische, hintergrundarme Antikérper Vorausetzung.

Neben guten Antikoérpern, sind auch ausgereifte Farbeprotokolle notwendig, um gute
Ergebnisse zu erzielen. Hier sei das in dieser Arbeit entwickelte ClickOx-Protokoll ge-
nannt, welches bei der Azid-Alkin-Cycloaddition den negativen Einfluss von ROS auf
biologische Strukturen, wie z.B. Aktin, reduziert. Im Gegensatz zu CLSM- oder Weit-
feldaufnahmen, sind im hochaufgelésten Bild priaparationsbedingte, subzellulire Effekte
klar zu erkennen. Es ist davon auszugehen, dass einige ,etablierte“ Protokolle, vor al-
lem bei der Verwendung von hochauflésenden Methoden, daraufhin iiberpriift werden
miissen. Permeabilisierungs- oder Fixierungsschritte kénnen strukturelle Auswirkungen
mit sich bringen, welche erst ab einer gewissen Auflésung sichtbar werden und dann die
Ergebnisse verfilschen. Wenn quantitativ gearbeitet werden soll, muss insbesondere auf
die mogliche Verdnderung der Epitop-Zuganglichkeit bei unterschiedlichen Fixierungs-
protokollen und das Herauswaschen von 18slichen Proteinen bei Detergenz enthaltenden
Permeabilisierungs- und Waschschritten, geachtet werden.

Folglich zahlt die Optimierung der Probenvorbereitung zu den zentralen Aufgaben der
Biologie in diesem photophysikalischen Feld. Da es auf Grund der hohen Vielfalt an bio-
logischen Proben und deren unterschiedlichen Eigenschaften kein Standard-Rezept fiir
dSTORM-Proben geben kann, muss man sich bei allen biologischen Fragestellungen zu-
erst dieser Herausforderung stellen. Wenn die Probenvorbereitung ausgereift ist, kénnen
die Experimente durch Einstellung von Leistungsdichten, Schaltraten (Laserintensitét,
Ausleuchtung) oder Pufferbedingungen (pH-Wert, MEA-Konzentration) photophysika-
lisch und photochemisch optimiert werden. Das Ziel sind gute Schaltraten, hohe Pho-
tonenausbeuten und auswertbare Lokalisationsdichten [Sauer, 2013, van de Linde et al.,
2013, van de Linde and Sauer, 2014]. Dann erhdlt man auch artefaktfreie Bilder. Das Po-
tential von dSTORM selbst konnte anhand der Aufnahmen von Kernporenkomplexen,
v.a. auch in den Zweifarbenexperimenten, iiberzeugend gezeigt werden. Vermutlich wird
die Lokalisationsmikroskopie - wenn zunéchst auch mit erhéhtem Priparationsaufwand
verbunden - in den néchsten Jahren eine immer grofsere Rolle bei der Beantwortung
biologischer Fragestellungen einnehmen.

Aufserdem stellt die Auswertung der Daten einen extrem wichtigen Aspekt dar, um
die Einzelmolekiilinformation moéglichst vollstindig zu nutzen - und nicht nur ,hiibsche“
Bilder zu erzeugen. Somit ist es sinnvoll, interdisziplindr auf diesem Gebiet zu arbeiten,
wie es hier am Lehrstuhl fiir Biotechnologie und Biophysik der Universitit Wiirzburg der
Fall ist.
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A. Anhang

A.1. Antikorper und Fluoreszenz-Marker

Soweit nicht anders erwdhnt, wurden alle Antikorper fiir die Immunfluoreszenz in 1x

PBS verdiinnt.

Tabelle A.1.: Antikdrper, Phalloidine und Azide, sowie deren

Antik6érper

Herkunft

Verdiinnungen

Verdiinnung

a-gp210 bzw. asc222a2 (mouse)
mAB 414 (mouse)

a-POM121 (rabbit)

a-Nupl53 (mouse)

mAb72B9, a-Fibrillarin (mouse)
a-HMGA1la (rabbit)

a-rabbit-Alexa-488 F(ab’)y
a-rabbit-Alexa-532 IgG
a-rabbit-Alexa-647 F(ab’)y
a-rabbit-Alexa-700 IgG
a-mouse-Alexa-488 F(ab’)s
a-mouse-Alexa-532 IgG
a-mouse-Alexa-555 IgG
a-mouse-Alexa-647 F(ab’),
a-mouse-Alexa-700 IgG
a-human-Alexa-647 IgG

ATTO 520 Phallodin
Alexa 647 Phalloidin
ATTO 655 Phalloidin
WGA Alexa 647

ATTO 488 Azid
Alexa 647 Azid

Prof. Dr. Georg Krohne
Abcam

GeneTex

Abcam

Prof. Dr. U. Scheer
Immunoglobe

Life Technologies
Life Technologies
Life Technologies
Life Technologies
Life Technologies
Life Technologies
Life Technologies
Life Technologies
Life Technologies
Life Technologies

ATTO-TEC

Life Technologies
ATTO-TEC
Sigma

ATTO-Tec
Life Technologies

IF: 1:300 - 1:600
IF: 1:400
IF: 1:200
IF: 1:500
IF: 1:1000
IF: 1:100

IF: 1:200
IF: 1:200
IF: 1:200
IF: 1:200
IF: 1:200
IF: 1:200
IF: 1:200
IF: 1:200
IF: 1:200
IF: 1:200

25nM
1:100
100 nM

1-5ug /ul

2 uM
1:2000 - 1:10000
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A.2. Molekularbiologische Arbeitsmittel

A.2.1. Enzyme

Restriktionsenzyme FastDigest@®) (Fermentas Life Sciences)
Taq-Polymerase (Promega, AG Seibel)

Phusion Polymerase (Finnzymes)

T4 Ligase (Fermentas Life Sciences)

Shrimp Alkalische Phosphatase (Fermentas Life Sciences)
Reverse Transkriptase (Promega)

RevertAid™ Premium Reverse Transkriptase (Fermentas Life Sciences)

A.2.2. DNA GroRenstandards

FastRuler™ DNA Ladder, Middle Range (Fermentas Life Sciences)

GeneRuler™ Express DNA Ladder (Fermentas Life Sciences)

A.2.3. Kits

NucleoSpin@®) Plasmid (Macherey-Nagel)
QIAEX II Gel Extraction Kit (Qiagen)
peqGOLD TriFast™ (peqLab)

FuGene®) HD

Effectene Transfection Reagent (Qiagen)
TransFectin™ Lipid Reagent (Bio-Rad)
CloneJET™ PCR Cloning Kit

nexttec 1-Step DNA TIsolation Kit, Tissue & Cells (nexttec Biotechnologie GmbH)

A.3. Biologisches Material

A.3.1. Zelllinien
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U20s Zellen (human)

Hela Zellen (human)

A6 Zellen (Xenopus laevis), bezogen aus der Zoologie 1
C2C12-Zellen (murin)

3T3-Zellen (murin), bezogen aus der Zoologie 1

Hep2-Zellen (human), bezogen aus der Zoologie 1

PC3-GFP Zellen (human)



A.4. Medien und Puffer

A.3.2. Bakterienstamme

e F. coli XL1 Blue

e E. coli Rosetta™ DE3 (Novagen)

A.4. Medien und Puffer

A.4.1. Zellkultur

Medium fiir 8T3 und Hep2-Zellen:
e DMEM 1000 %2 (Gibco)
e 10% FCS (Gibco)
e 1% L-Glutamin (Gibco)

e 1% Penicillin-Streptomycin (Gibco)

Medium fiir U20s-Zellen:

e DMEM 1000 ¢ F-12 Ham (PAA)
e 10% FCS (PAA)

e 1% L-Glutamin (PAA)

e 1% Penicillin-Streptomycin (Sigma)

Medium fir C2C12-Zellen:
e DMEM 4500 %2 (PAA)

o 10% FCS (PAA)

1% L-Glutamin (PAA)

1% Penicillin-Streptomycin (Sigma)

% 1100 %¢ Na-Pyruvat (Sigma)

weitere Losungen fiir die Zellkultur
e Trypsin (Sigma)

e 1x PBS verdiinnt aus 10x PBS (PAA)
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A.4.2. dSTORM
GlucOz Enzymmiz [5ml]

o 125ul KCI (1M)

e 110yl Tris HCI pH 7.0 (1 M)

e 10000 U Glucose Oxidase (Sigma)
e 200000 U Katalase (Sigma)

e 201l TCEP (1M)

e 50% Glycerin fiir Lagerung bei -20°C

A.5. Oligonucleotide

Primer fiir PCR-Reaktionen auf DNA-Basis wurden bei Biomers bestellt. Fiir die reverse
Transkription wurden random Primer von Promega benutzt. Nicht alle Primer waren fiir
diese Arbeit relevant, sind der Vollstandigkeit halber jedoch mitaufgefiihrt.

Tabelle A.2.: Liste der erstellten Primer

1D Name Sequenz

001 plet-fwd-seq CGACTCACTATAGGGAGAGCGGC

002 plet-rev-seq AAGAACATCGATTTTCCATGGCAG

003 prSeta-fwd-seq GCTAGCATGACTGGTGGACAGC

004 prSeta-rev-seq GCAGCAGCCAACTCAGCTTCC

005 pBAD /HisB-fwd-seq GGCGTCACACTTTGCTATGCC

006 pBAD/HisB-rev-seq CAGACCGCTTCTGCGTTCTG

007 pEGFP-N1-rev-seq CGTCGCCGTCCAGCTCGACCAG

008 pEGFP-N1-fwd-seq GCTGGTTTAGTGAACCGTCAGA

009 pSnap-tagm-fwd-seq CTCACTATAGGGAGACCCAAGC

010 pSnap-tagm-rev-seq GCTATCCAGGGTGGTGCGCTTC

014 pamcherry-kolpcr CTGAAGGTGACCAAGGGTGGC

015 mEos2-kolpcr CACCACTTTGTGATCGACGGA

016 mCENPA-ecoRI-fwd GAATTCATGGGCCCGCGTCGCAAAC
017 mCENPA-ecoRI-rev GAATTCGGGGAGTCCGCCCTCGAAGC
018 mTubG1-EcoRI-FWD GAATTCATGCCGAGAGAAATCATCACC
019 mTubGl-EcoR1-rev GAATTCCCTGCTCCTGGGTGCCCCAG
020 hCENPA-ecoRI-fwd GAATTCATGGGCCCGCGCCGCCGGAG
021 hCENPA-ecoRI-rev GAATTCGCCGAGTCCCTCCTCAAGG
022 hNup62-xmal-fwd CCCGGGATGAGCGGGTTTAATTTTG
023 hNup62-g-xmal-rev CCCGGGCGTCAAAGGTGATCCGGAAG
034 mTubAla-bam-fwd GGATCCATGCGTGAGTGCATCTCCATCC
035 mTubAla-bam-rev GGATCCTTAGTATTCCTCTCCTTCTTCC
036 mActAl-eco-fwd GAATTCATGTGCGACGAAGACGAGACC
037 mActAl-ecoRI-rev GAATTCGAAGCATTTGCGGTGCACAATG
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A.5. Oligonucleotide

038

039

040

041

042
043

044
045
046
050
051
060

061
062

063
064
065
066
067
076
077
078
079
080
081
082

083

096
097
101
102

PAmCherry-Cl-herstellung-rev

PAmCherryN2-herstellung-fwd
mFEos2-N2-herstellung-fwd

mFos2-Cl-herstellung-rev

HMGAT1la-fwd-ecoRI
HMGA la-rev-linker-cys-stop-ecoRI

EGFP-Backbone-seq-rev
GNAEGR-mLamC-fwd-ecoRI
GNAEGR-mLamC-rev-EcoRI
hHMGBI1-EcoRI-fwd
hHMGBI1-EcoRlI-rev
HMGA1la-rev+trp

Drosi-D1-varA-fwd-ecorl
Drosi-D1-varA-rev-ecorl

Drosi-D1-varA-rev-ohnestop-ecorl
dD1-little-hmga-rev-eco
dD1-little-hmga-fuerpet28-rev-eco
Haloseq-rev-fuerBam
seg-rev-fuer-eco
dD1-111-191-ecorl-fwd
dD1-111-191-rev-ecorl
dD1-111-191-stop-ecorl-rev
dD1-C-terminus-ecorl-fwd
GFP-GFPN2-fwd-eco+g
GFP-GFPN2-rev-hindIIT
gfp-snapbackbone-rev-bamhl

gfp-snapbone-fwd-eco-pro-gly-ser

dD1-little2-ecorl-atg-fwd
dD1-deltaC-ecoRI-atg-fwd
Cox8a-ecorlfwd
Cox8a-linker-ecori-reverse

GAATTCGAAGCTTGAGCTCGAGAT
CTGAGTCCGGACTTGTACAGCTCG
TCCATGCC
GGATCCACCGGCCGGTCGCCACCAT
GGTGAGCAAGGGCGAGGAGGATAAC
GGATCCACCGGCCGGTCGCCACCAT
GAGTGCGATTAAGCCAGACATGAAG
GAATTCGAAGCTTGAGCTCGAGAT
CTGAGTCCGGATCGTCTGGCATTG
TCAGGCAATCC
GAATTCATGAGTGAGTCGAGCTCGAAGTCC
GAATTCAACAACCCAGGATTCCCTG
CTCCTCCTCCGAGGACTCCTGC
GCAAGTAAAACCTCTACAAATGTGG
GAATTCATGGGGAACGCTGAGGGCCGCGAG
GAATTCGCGGCGGCTGCCACTCACACGGTG
GAATTCATGGGCAAAGGAGATCCTAAGAAG
GAATTCTTCATCATCATCATCTTCTTCTTC
GAATTCACCAACCCAGGATCTGCTCCTC
CTCCGAGGACTCCTGCGAG
GAATTCATGGAGGAAGTTGCGGTAAAGAAG
GAATTCAGGCAGCTACCGATTCGGAATC
GTTG
GAATTCGGCAGCTACCGATTCGGAATCGTTG
GAATTCGCCGTCCTCCTCCCCCTCGTC
GAATTCAGCCGTCCTCCTCCCCCTCGTC
CAGGACTTCCACATAATGGGGGTC
CTCGAGAGCTCGCCTGCAGGAATTG
GAATTCGATTCGGTGAAGACGCCCGGTTC
GAATTCCTCCCCATCGCCATTGGACTCGAC
GAATTCACTCCCCATCGCCATTGGACTCGAC
GAATTCCCACAAGTGCCCAAGAAACGCGGTC
GAATTCGTGCAGTCGACGGTACCGCGGGCAC
CAAGCTTGGGCTGCAGGTCGAGGGATCTTC
GGATCCTTACTTGTACAGCTCGTCCATG
CCGAG
GAATTCCCAGGAAGTACCATGGTGAGCAA
GGGCGAGGAG
GAATTCATGGATTCGGTGAAGACGCCCGGTTC
GAATTCATGCCACAAGTGCCCAAGAAACGCG
GAATTCATGTCCGTCCTGACGCCGCTG
GAATTCACCGGTCTGTACAGATTTAAATGC
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A.6. Konstrukte

Die Konstrukte wurden alle von mir selbst geplant und die dafiir notigen Primer designed
(siche A.2). Ludwig Leidinger hat im Rahmen seines F-Praktikums und seiner Bachelor-
Arbeit, die ich betreut habe, einige der dD1-Mutanten kloniert (s. Tabelle).

Tabelle A.3.: Liste aller erstellter oder verwendeter Konstrukte
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1D Konstrukt Kommentar
A-01 | pamCherry pPBAD/His B aus Bielefeld
A-02 | mEOS2 pRSet A aus Bielefeld
A-03 | pSNAPm-tag leer NEB

A-05 | pSNAP H2B NEB

A-06 | pEGFP N1 leer Clontech
A-07 | pEGFP N2 leer Clontech
A-08 | pEGFP N3 leer Clontech
A-09 | pEGFP C1 leer Clontech
A-10 | pEGFP C2 leer Clontech
A-11 | pEGFP C3 leer Clontech
A-12 | pet28a leer Novagen

A-13 | pRSet a leer Invitrogen
A-14 | dD1-pEGFPN2 selbst kloniert
A-15 | pamCherry-iiberhang-pJet fiir N1 | selbst kloniert
A-17 | H2B-EGFP aus Bielefeld
A-20 | mTubAla selbst, kloniert
A-24 | mEos2-pJet fiir N1 selbst kloniert
A-26 | mActAl pJet selbst kloniert
A-27 | LaminC-EGFP Manfred Alsheimer
A-31 | Pet2la — leer Zoologie 1
A-33 | mTubAla pSNAPtag selbst kloniert
A-35 | PamCherry fiir C1 pJet selbst kloniert
A-36 | pet28a leer A-12 umtransformiert
A-40 | dD1-mFEos selbst kloniert
A-43 | mActla-SNAPtag selbst kloniert
A-45 | dD1-PAmCherry selbst kloniert
A-49 | mEos pJet fiir C1 selbst kloniert
A-50 | PAmCherry pJet fiir N2 selbst kloniert
A-51 | mEos pJet fiir N2 selbst kloniert
A-52 | dD1-pJet fiir pet28a selbst kloniert
A-53 | PAmCherry C1 selbst kloniert
A-55 | dD1-SNAPtag selbst kloniert
A-56 | dD1-pet28a selbst kloniert
A-57 | mEOS2 C1 selbst kloniert
A-58 | hHMGA1la-Tryptophantag selbst kloniert
A-59 | hHMGA1la-Cysteintag selbst kloniert
A-60 | hCenpA pJet selbst kloniert
A-63 | dD1-pJet fiir mEos selbst kloniert
A-65 | hHMGA1la-Cyst-pet2la selbst kloniert
A-66 | hCenpA-Snap-tag selbst kloniert
A-68 | mEOS2 N1 selbst kloniert/T. Klein




A.6. Konstrukte

A-69 | GNAEGR-mLaminC-pJet selbst kloniert auf A-27
A-70 | mRFP-leer aus Zoologie 1
A-76 | GNAEGER-mLaminC-pSnaptag | selbst kloniert
A-75 | Halotag leer c-terminal Promega Kol 1
A-76 | Halotag leer c-terminal Promega Kol 2
1D Konstrukt Kommentar
B-03 | PAmCherry N1 selbst kloniert/T. Klein
B-04 | mEOS2 N2 selbst kloniert/T. Klein
B-05 | PAmCherry N2 selbst kloniert/T. Klein
B-19 | LamC-GNAEGR-fuerHalo pJet selbst kloniert
B-22 | Halotag n-terminal Promega
B-23 | dD1 R10xG selbst designed, GeneArt®)
B-27 | dD1-R3xG-Del-mut fiir N2 pJet selbst kloniert
B-28 | dD1-R3xG-Del-mut fiir pet28a selbst kloniert
B-30 | dD1-R10xG fiir pet pJet selbst kloniert
B-31 dD1-Delmut-little HMGA fiir pet selbst kloniert
B-32 | dD1-R10xG-pEGFPN2 selbst kloniert
B-33 | dD1-R10xG-pSNAPtag selbst kloniert
B-34 | dD1-R10xG-pHalotag selbst kloniert
B-35 | CenpA-Halotag selbst kloniert
B-36 | dD1-Delmut little HMGAla selbst kloniert
B-37 | dD1-R10xG pet28a selbst kloniert
B-38 | dD1-Delmut little HMGA Halotag selbst kloniert
B-39 | dD1-Delmut little HMGA SNAPtag | selbst kloniert
B-40 | dD1-Delmut little HMGA SNAPf Ludwig Leidinger
B-41 | pSNAPf-tag leer NEB
B-51 dD1-littleHMGA fuer N2 pJet selbst kloniert
B-56 | pCAG-GFP mutiert selbst kloniert
B-59 | pCAG-GFP mutiert selbst kloniert
B-60p | CAG-GFP addgene addgene
B-62 | pJet GFP fuer CAG-GFPN2 pJet selbst kloniert
B-62 | pJet EGFP fuer Snapbone pJlet selbst kloniert
B-63 | CAG-GFP leer addgene
B-67 | dD1-little2 pSNAPftag Ludwig Leidinger
B-68 | dD1deltaC pSNAPftag Ludwig Leidinger
B-72 | dD1 wildtype pSNAPftag Ludwig Leidinger
B-73 | dD1-R10xG pSNAPftag Ludwig Leidinger
B-76 | GFP-SNAPbone selbst kloniert
B-77 | dD1-littleHMGA2 (ATG) pJet Ludwig Leidinger
B-78 | dD1-deltaC (ATG) pJet Ludwig Leidinger
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Tabelle A.5.: Liste aller erstellten oder verwendeten Konstrukte

ID Konstrukt Kommentar

C-02 | dD1 Snapbone-GFP Ludwig Leidinger
C-03 | dD1-R10xG Snapbone-GFP Ludwig Leidinger
C-04 | dD1-Delmut-little2 pJet Ludwig Leidinger
C-05 | dD1-Delmut-deltaC pJet Ludwig Leidinger
C-06 | dD1-littleHMGA Snapbone-GFP Ludwig Leidinger
C-07 | dD1-R3xG Snapbone-GFP Ludwig Leidinger

C-15 | dD1-C-Terminus WT Snapbone-GFP | Ludwig Leidinger
C-19 | dD1-C-little2 W'T Snapbone-GEFP Ludwig Leidinger

C-21 | dD1-littlel R3xG Snapbone-GFP Ludwig Leidinger
(C-22 | dD1-little 2 wt Snapbone-GFP Ludwig Leidinger
C-24 | dD1-little 2 R3xG Snapbone-GFP Ludwig Leidinger
C-37 | Cox8a-Snapbone-GFP selbst kloniert

A.7. Programme, Online-Tools und Internetdatenbanken
e Andor SOLIS for Imaging
e rapidSTORM 1
o rapidSTORM 2
e rapidSTORM 3
e Fiji (ImagelJ)
¢ OriginPro 8.5G
e GIMP 2.8.10 (The GNU Image Manipulation Program)
e ExPASy Proteomics Server (http://www.expasy.ch)

e BLAST, Pubmed und Sequenzsuchen auf den Seiten des National Center for Bio-
technology Information (http://www.ncbi.nlm.nih.gov)

e IST Web of Knowledge (http://apps.isiknowledge.com)
e Inkscape 0.48 (Vektorgrafik)

e WIEX(Textsatzprogramm)

A.8. Gerate

Biostation IM (Nikon)

Brutschrank COs-Auto-Zero (Hereaus)

Feldemissions-Rasterelektronenmikroskop JSM-7500F

Gelsystem fiir Agarosegele Mini-Sub®) Cell GT (BIO-RAD)
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A.8. Gerate

e Konfokales Laser Scanning Mikroskop LSM710 (Zeiss)

¢ Konfokales Laser Scanning Mikroskop TCS SP2/AOBS (Leica Lasertechnik GmbH)

e Kiihlzentrifuge Biofuge fresco (Heraeus)

e Magnetrithrer IKAMAG@®) RCT (Willi Fischer KG Laboratoriumsbedarf, Frank-
furt /Main)

e Mikrowelle NN-K105WB (Panasonic)

e Minifuge RF (Heraeus Sepatech)

e Nanophotometer™ Pearl (Implen)

e Pipetten (Abimed)

e PowerPac™ Basic 300V/400mA /75W (BIO-RAD)

e Prizisions-pH-Meter E510 (Metrohm Herisau)

e Schiittelinkubator IKA®) KS 4000 i control (TKA)

e Tischzentrifuge Harmony Mini-Centrifuge MCF-1350 (LMS)
e Thermocycler C1000™ Thermal Cycler (BIO-RAD)

e Thermoschiittler T'S1 Thermoshaker (biometra)

e UV-Geldokumentation Intas Gel Imager (INTAS)

e Vortex GLW L46 (Gesellschaft fiir Laborbedarf mbH, Wiirzburg)

A.8.1. Laser

Setup 1:

e 405 nm:
e 488 nm:
e 532 nm:
e 641 nm:

Setup 2:

e 488 nm:
e Hl4nm:
e 639 nm:

Cube 405-100C (Coherent)

Sapphire 488 LP (Coherent)
Nano250 (Linos)

Cube 640-100C (Coherent)

iBeam Smart (Toptica)
Genesis MX 514-500 STM (Coherent)
Genesis MX 639-1000 (Coherent)

A.8.2. EMCCD-Kameras
e iXON DU897 (Andor)
e iXON Ultra (Andor)
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A.9. Abkiirzungsverzeichnis

°C Grad Celsius

A Adenin

Abb. Abbildung

Amp Ampicilin

AK Antikorper

ATP Adenosintriphosphat

bp Basenpaare

BSA Bovines Serum-Albumin

C Cytosin

cDNA complementary DNA

CLSM konfokales Laser Scanning Mikroskop
DG Deckglaschen

ddH50O doppelt destilliertes Wasser

DMEM Dulbecco’s modified eagle’s medium
DMSO Dimethylsulfoxid

DNA Desoxyribonukleinsdure

dNTP Desoxyribonukleosidtriphosphat
ddNTP Didesoxyribonukleosidtriphosphat
dSTORM direct stochastic optical reconstruction microscopy
EDTA Ethyldiamintetraessigsiure

EdU 5-Ethynyl-2 "-deoxyuridine

EGFP enhanced green fluorescent protein
EtOH Ethanol

FCS fotales Kéalberserum

FRAP fluorescence recovery after photobleaching
g g Gramm; Erdbeschleunigung (gravity)
G Guanin

h Stunde

H>O Wasser

HMG High Mobility Group

IF Immunfluoreszenz

Kan Kanamycin

kDa Kilodalton

L Liter

LB Luria Broth; ein Bakterienmedium
m Meter

M molar

M Median

mA Milli-Ampere

MEA B Mercaptoethylamine, Cysteamine
mg Milligramm

ug Mikrogramm

min Minute

ml Milliliter

ul Mikroliter

mM millimolar

mRFP monomeres rot fluoreszierendes Protein
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A.9. Abkiirzungsverzeichnis

mRNA

NLS
NPC
nm
nt

oD
p.a.
PALM
PBS
PCR
PEG
PSF
RNA
ROI
ROS
rpm
RT
RT-PCR

SAP
SB
SD
SDS
SE
SEM
T
Taq
Tris
Tween-20
U
UV
A%

vV
WV

messenger RNA

nano

Anzahl

Kernlokalisationssignal
Kernporenkomplex

Nanometer

Nukleotide

optische Dichte

pro analysi (fiir die Analyse)
photoactivated localization microscopy
Phosphat gepufferte Salzlosung
Polymerasekettenreaktion
Polyethylenglycol
Punktspreizfunktion
Ribonukleinsiure

region of interest

reaktive Sauerstoffspezies
Umdrehung pro Minute
Raumtemperatur
Reverse-Transkriptase-PCR
Sekunde

Shrimp Alkalische Phosphatase
Natrium-Borat
Standardabweichung
Natriumdodecylsulfat
Standardfehler
Rasterelektronenmikroskopie
Thymidin

Thermus aquaticus
Tris-(hydroxymethyl)-aminoethan
Polyoxyethylen-20-Sorbitan-Monolaurat
Unit

Ultraviolett

Volt

Volumen pro Volumen

Gewicht pro Volumen
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B. Manuskripte

Die Manuskripte befinden sich in den gedruckten Versionen der Dissertation und sind
desweiteren online bei den jeweiligen Verlagen verfiigbar.
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