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Zusammenfassung

ZUSAMMENFASSUNG

Das Zusammenspiel der verschiedenen Organe in ekmmplexen System wie dem
menschlichen Korper erfordert fein aufeinander abgente Steuer- und Kontrollmecha-
nismen. Der JAK/STAT Signalweg ist einer der diesitén Informations-Ubertragungswege
von extrazellularen Botenstoffen, die das Signarite Zellmembran in das Zytosol bis in
den Zellkern zu den jeweiligen Zielgenen weitedritDer Wachstumsfaktor Epo spielt unter
anderem in der Erythropoese in Zusammenhang mit BpeR und dem Signalprotein
STATS5b eine wesentliche Rolle. In dieser Arbeit dvilas STATS5b-Protein in lebenden
NIH3T3 Maus Fibroblasten hinsichtlich seiner Diffus im Zytosol und im Zellkern und
bezuglich der Bindungseigenschaften an seineniaktivden Rezeptor (EpoR) untersucht.
Die Experimente werden mit den Einzelmolekiil-spedéopischen Methoden FCS und ,VA-
TIRF* durchgefihrt. Hierfir muss zunachst eine geete Farbstoffmarkierung des STAT5b
gefunden werden. Die Verwendung eines Fusionsm®otais STAT5b und fluoreszierendem
mCherry bietet eine spezifische und stochiometeddarkierung. Allerdings zeigt mCherry
in den Versuchen eine ausgepragte Fluktuation ineseEmission, das so genannte
.Blinken®, und eine geringe Photostabilitat. Danmst das Fluoreszenzprotein fur FCS-
Messungen nur bedingt geeignet. Fur DIFIM, eine Hddeé die durch punktweise FCS-
Analysen ein Raster von relativen Diffusionszeig@mes Ausschnitts einer Zelle anfertigt, ist
STAT5b-mCherry ungeeignet.

Um die Untersuchungen der Diffusion und Bindung &FEAT5b dennoch erfolgreich
durchzufihren wird es mit dem SNAP-Tag-Protein dogrt, welches dann mit dem
organischen Farbstoff TMR-Star stéchiometrisch neatrkvird. In dieser Arbeit konnte ein
Markierungsprotokoll etabliert werden, welches srstellt, dass die Markierung spezifisch
und das Signallibertragungsprotein funktional ist.

Die FCS-Messungen im Zytosol und Zellkern ergeh@nuhterschiedlich behandelte Zellen
verschiedene Diffusionskoeffizienten (D). Fur urdmatielte und gehungerte Zellen sind die
mittleren D im Zytosol schneller als im Zellkernadh der Aktivierung des Signalwegs mit
Epo kehrt sich das Verhaltnis um und der mittlerexDZellkern nimmt zu. Wahrscheinlich
fuhrt die Dimerisierung des aktivierten Proteinsemoer Verringerung, wahrend die Bindung
des aktivierten STAT5b-Dimers an die DNA im Zellkerermutlich zu der Erh6hung des D
fuhrt.

Die Messungen mit ,VA-TIRF“ zeigen fur die Bindurdges Proteins an der Zellmembran
keine einheitliche Bindungszeit und auch keinenelsthied hinsichtlich Epo-stimulierten
und -unstimulierten Zellen. Daher kann davon ausgggn werden, dass unspezifische
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Wechselwirkungen des STAT5b mit der Zellmembran wamdleren Rezeptoren in der
Zellmembran der Bindung mit dem EpoR Uberlagerti.siBei der Analyse der gesamten
Aktivitdt des Proteins an der Zellmembran zu veesdnen Zeitpunkten nach Epo-
Stimulierung ergibt sich ein Aktivitditsmaximum B&b min. In den Bindungs-An-Zeiten des
STATS5b ist hingegen kein Unterschied zu erkenneda.desteigerte STAT5b-Aktivitat lieRe
sich durch verkirzte Bindungs-Aus-Zeiten des Pnstaum EpoR oder durch eine erhdhte
Anzahl der Rezeptoren in der Zellmembran infolge &@o-Stimulierung erklaren. In
Ubereinstimmung zeigen Untersuchungen der Phosjianyg von STATSb durch V.
Becker et. al. die maximale Phosphorylierung bBindin durch eine erhéhte Rekrutierung
von EpoR aus dem zytosolischen Pool an die Zellnnamb

Videoaufnahmen mittels ,Variable-Angle-TIRF* mit Bzhtungszeiten von nur 5ms pro
Einzelbild zeigten, dass es mdoglich ist Uber ImMHABS-Analysen Diffusionskoeffizienten
des STAT5b zu erhalten. Die Wechselwirkung mit delimembran wird durch die langsame
Diffusion des Proteins widergespiegelt, die mit 424 pri/s zwischen der von
zytosolischen und Transmembran -Proteinen liegt.

Die ermittelten Diffusionskoeffizienten und der V&rf der STAT5b-Aktivitdt konnen im
Weiteren in Modelle fir den JAK/STAT Signalweg esfiggt werden und so den Ablauf der
Aktivierung in diesem System verdeutlichen. Diestel leistet somit einen Beitrag zum
tieferen Einblick in die Signalweiterleitung.
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ABSTRACT

In a complex system such as the human body, tkeepialy between different organs requires
a fine tuned control mechanism. Signaling via tAK/STAT pathway is one of the most
direct ways to transmit information carried by extllular messengers into the cell. The
signal is transferred across the cell membraneth#ocytosol and finally reaches the target
genes in the nucleus to alter gene expressiongiidwth factor Epo, in conjunction with the
receptor EpoR and the signaling protein STATSbyglan important role most notable in
erythropoeisis.

This work investigates the diffusion of STAT5b imetcytosol and in the nucleus of living
NIH3T3 mouse fibroblasts and its binding to theivaated EpoR. The experiments were
performed with FCS and ‘Variable-Angle-TIRF’, bolbieing single-molecule spectroscopy
techniques.

At first, an appropriate labeling of STAT5b hado® established. The use of a fusion protein
consisting of STAT5b and the fluorescent protein @y provided a specific and
stoichiometric label. However, mCherry displayaactuations in fluorescence emission, the
so called blinking, in experiments and was pronphotobleaching. This fluorescent protein
is thus only a mediocre choice as a dye for FCSmnsled to be ill-suited for DIFIM, a
method that constructs raster images of relatifiigion times in a cell from point-FCS
measurements.

To continue the investigation of diffusion and bimgl of STAT5b, an alternative fusion
protein was constructed containing SNAP-tag, widmsvabeled with the fluorescent dye
TMR-Star. In this work, a labeling protocol wasadsished to ensure specific labeling of the
functional construct. FCS measurements in the oltasd the nucleus delievered distinct
diffusion constants (D) for differently treated IselFor untreated and starved cells, the mean
value for D is larger in cytosol than in the nudedior untreated and starved cells. After
activation of the signaling pathway with Epo, aeee ratio was observed. Probably a
dimerization of the activated protein leads toufobn deceleration and thus to a decrease of
D in cytosol, whereas in the nucleus the movemegiccelerated and the mean value for D
increased presumably by the effective binding efdbtive STAT5b-dimer to the DNA.
Measurements with ‘Variable-Angle-TIRF' did not teelr any uniform time values for the
binding between the labeled protein STAT5b to te# membrane and no difference in
response to Epo stimulation. Thus, it can be iefiethat unspecific interactions of STAT5b

with the cell membrane and other receptors sup@s@phe binding to EpoR.
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By analyzing the protein activity at the cell memne after Epo stimulation it reveals a
maximum in the time course of activity at 7.5 niviet, there is no change in the binding on-
time of STAT5b. The amplified STAT5b activity coulate explained either by shortened
binding off-times or by an increase in the numbkeEpoR in the cell membrane upon Epo
stimulation. A study of STAT5b phosphorylation byeréna Becker et al. found maximal
phosphorylation at 7.5min through enhanced recertnof EpoR from the cytosolic pool to

the cell membrane and confirms the result.

By applying a short exposure time of only 5ms peage in movies taken in ‘Variable-Angle-

TIRF experiments, diffusion constants of STATS5ultbbe obtained by using the ImTIR-

FCS analysis.

The interaction with the cell membrane leads towvstbiffusion of the protein. This was

reflected in the observed diffusion constant vaheisg in the range of 1.4-2.4 ffsy what is

in between the values known for cytosolic and tnagmbrane proteins.

The determined diffusion constants and the timerssowf STAT5b activity can now be

implemented in models of the JAK/STAT pathway tghtight the sequence of events after

Epo activation. This work thus contributes to tleeper understanding of signal transduction.



Einleitung

1 EINLEITUNG

Der Menschliche Korper ist ein sehr Komplexes Systmd besteht aus mehreren Organen,
die insgesamt aus 10 — 100 Billionen Zellen aufgelsind. Die Kommunikation zwischen
den Zellen und den Organen ist notwendig, um defergange, wie die Zellteilung,
Differenzierung oder das Uberleben zu regulierehlét innerhalb dieser Vorgange konnen
zur Entartung und damit unter anderem zu Krebsefiifit].

Ein wichtiger Vorgang im menschlichen Korper ist dirythropoese die Blutbildung aus
blutbildenden Stammzellen. Treten hier Fehler in dellkommunikation oder der Teilung,
der Differenzierung und das Uberleben der Zellefy &ihrt dies zu Krankheiten, wie
Blutarmut, Blutkrankheit oder Blutkrebs [2].

Das Blut im menschlichen Kérper ist eine Suspensiaaptsachlich aus roten und weil3en
Blutkdrperchen, den Blutplattchen und dem Blutplaseine Mischung aus Nahrstoffen und
Wasser. Die roten Blutkdrperchen sind fur den Tpartsund damit fur die Versorgung aller
Organe mit Sauerstoff verantwortlich. Da diese imatiBeislauf hohen Kraften (Druck und
Scherkréaften) ausgesetzt sind haben sie nur eiree kiebensdauer von ca. 120 Tagen [3].
Ein wichtiger Abschnitt in der Erythropoese ist disktivierung des Proteins der
Signalweiterleitung und Aktivierung der Transkrgoti 5b (engl. ,Signal Transduction and
Aktivation of Transcription 5b* — STATS5b) Uber da®rmon Erythropoietin (Epo) und den
Erythropoietinrezeptor (EpoR).

Um effiziente Therapien zur Heilung der Blutkranitbe aufgrund von moglichen Stérungen
zu entwickeln, mussen die zellularen Vorgange netigti detailliert verstanden werden. Zur
Untersuchung dieser Vorgéange eignen sich Einzekibluoreszenzspektroskopischen
Methoden (engl. ,Single Molecule Fluorescence Spscobpy - SMFS), die
Wechselwirkungen auf molekularer Ebene veransctizeni kénnen. In dieser Arbeit wird
mit Hilfe von SMFS das Verhalten des Proteins STATinsichtlich seiner Diffusion und

Bindungseigenschaften zu dem EpoR untersucht.
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1.1 Biologisches System

Zellulare Kommunikation

Lebewesen bestehen aus Zellen, kleine durch emsm@imembran abgeschlossene lebens-
und vermehrungsfahige Einheiten. In héheren Orgaens schlielen sich Zellen mit
unterschiedlicher Funktion zu einem Zellverbundanusien. Diese unterschiedlichen Zellen
differenzieren aus einer einzelnen sogenannten potenten Stammzelle. Im Menschen
entstehen dabei in etwa 200 verschiedene Zelltypém.einzelnen Zelltypen Gbernehmen
jeweils hochspezialisierte Aufgaben wie beispieisee die Reizweiterleitung durch
Nervenzellen, die Bewegung durch Muskelzellen odex Versorgung des gesamten
Organismus mit Sauerstoff durch rote BlutkorpercliEnythrozyten). Um ihre jeweiligen
Aufgaben zu erfillen, ist die Kommunikation zwisohden einzelnen Zellen in einem
komplexen Organismus wie dem Menschen unerlassi®ib. ermdglicht es zellulare
Entscheidungen wie Proliferation, DifferenzieruMjgration und das Uberleben zu steuern.
Die Signalubertragung zwischen den Zellen geschdahiei auf verschiedene Arten: durch
direkte Zell- Zellkontakte, oder durch Iosliche Nedren, wie Wachstumsfaktoren,
Hormone, Chemokine und Zytokine.

Die Kommunikation via Zell- Zellkontakt verlauft &b Kanéle (,gap junctions®) innerhalb
der Zellmembran, welche die Zellen direkt miteirandrerbinden. Durch diese Kanéle
konnen kleine intrazellulare Signalmolekille (maxkDh) wie C&" und zyklisches
Adenosinmonophosphat direkt von einer Zelle zureagnl ausgetauscht werden, ohne dabei
den Umweg Uber den extrazellularen Raum zu neh&ian.weitere Moglichkeit der direkten
Zell- Zellkommunikation verlauft Gber Membran geldene Signalmolekiile der einen Zelle,
welche an einen entsprechenden Rezeptor auf emEren Zelle binden. Diese Art der
Signalubertragung spielt hauptsachlich beim Immstesy und der embryonalen
Entwicklung eine Rolle.

Anders gestaltet sich die Signalweiterleitung dufidliche Mediatoren. Unter ihnen gibt es
kleine hydrophobe Molekile wie Steroidhormone odétamin Ds;, die durch die
Zellmembran nach au3en diffundieren und mittelgg@rgroteinen tber den Blutkreislauf zu
den Zielzellen transportiert werden. Hier dissoerie sie von den Tragerproteinen,
diffundieren in die Zelle und binden dort direkt game Rezeptorproteine, welche daraufhin
aktiviert werden und an die DNA binden konnen, wrt die Transkription spezifischer Gene
zu regulieren. Die meisten Signalmolekile sind geddiydrophil und binden an die

extrazellulare Liganden-Bindungsdoméane von Transbnanmrezeptoren, die ein somit
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entstandenes Signal in das Zellinnere weiterleiteRrinzipiell lassen sich
Transmembranrezeptoren entsprechend ihrem Sigmakidpengs-Mechanismus in drei
Klassen einteilen: lonenkanal-gekoppelte, G-Pregeikoppelte und katalytische Rezeptoren.
lonenkanal-gekoppelte Rezeptoren sind eingebundender schnellen synaptischen
Signalweiterleitung zwischen elektrisch reizbarafleh. Sie 6ffnen oder schliel3en sich nach
Bindung des entsprechenden Liganden, wodurch dienjpermeabilitat der Zellmembran
verandert wird und eine rasche Signalweiterleitanglie postsynaptische Zelle erfolgt.
G-Protein-gekoppelte Rezeptoren bestehen aus sidigerzellmembran durchspannende
Helixstrukturen deren extrazellulare Enden Signddékidle binden, wahrend das zytosolische
Ende ein assoziiertes trimeres GTP-bindendes Rrdi@+Protein) aktiviert. Daraufhin
dissoziert das G-Protein vom Rezeptorkomplex umthiteelt spezifische Signalwege.
Katalytische Rezeptoren verandern nach Bindungedeziligen Liganden am extrazellularen
Teil des Rezeptors ihre Konformation. Durch dieselérung wird entweder der zytosolische
Teil des Rezeptors selbst zur Weiterleitung des&gy aktiviert oder ein intrazellulares
Rezeptor-gekoppeltes Enzym aktiviert, welches dgsabweiterleitet. In den meisten Fallen
besitzen die Rezeptoren eine intrinsische Kinaseatidt oder sie sind mit Proteinkinasen
verbunden, welche nach Ligandenbindung spezififtioéeine zur Weiterleitung des Signals
phosphorylieren. Detailliertere und umfangreicheteformationen finden sich in
Lehrbuchern, wie Molecular Biology of The Cell, Alis [4].

Zusammenfassend fuhren alle extrazellularen Sigitzde die verschiedenen Rezeptorklassen
zu einer Veranderung intrazellularer Vorgange, fielsweise dem Umbau des Zytoskeletts
oder eine differenzielle Gentranskription. Grunalede zellulare Vorgange (Proliferation,
Differenzierung, Uberleben und Migration) werderragiudiese Zellregulation gesteuert und
die Fehlsteuerung einzelner oder mehrerer diesegavige kann zur Entartung der Zelle und
damit zu Krebs fihren. Vor allem bei den katalyismt Rezeptoren spielen
Unregelmaligkeiten in der Signalweiterleitung enesentliche Rolle in der Krebsentstehung
[1].

Ein Mitglied der katalytischen Rezeptoren ist dewtBropoietinrezeptor (EpoR). Nach
Bindung des Erythrozyten Wachstumsfaktors Erythietpo (Epo) kommt es zur Aktivierung
der rezeptorassoziierten Janus Kinase 2 (JAK2)chweelviederum den Transkriptionsfaktor
(TF) fiur die Signaltransduktion und Aktivierung defFranskription (engl. ,Signal
Transduction and Activation of Transcription“ — ST3b) phosphoryliert und damit aktiviert.
Der JAK/STAT Signalweg stellt damit einen der dieken Ubertragungswege vom
extrazellularen Signal bis zur Bindung des TF anRINA im Zellkern dar, der nachfolgend
im Detail erlautert wird [5].
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Der JAK/STAT Signalweg

JAKs wurden zum ersten Mal in Untersuchungen ubertrdnskriptionelle Aktivierung als
Reaktion auf die Liganden Interferon(INF-a) und Interferony (INF-y) beschrieben [6]. Sie
stellen eine Familie von vier Rezeptor-assoziiefigrosinkinasen dar (JAK1, JAK2, JAK3
und Tyk?2), die mit dem zytoplasmatischen Teil vomakinrezeptoren verbunden sind. Durch
die Bindung der Liganden (Zytokine wie z.B. IL-NJH-a, INF-y, Epo) kommt es zu einer
Dimerisierung des Rezeptors und zu einer transygtwsphorylierung der assoziierten JAKs
(Abbildung 1.1).

Epo Rezeptor
Monomer \\

Epo Rezeptor
Dimerisierung

JAK2 Aktivierung und
Autophosphorylierungs()

0/3
o .
Zytosol %;@
%
jteg
. o
on
Ay\om\_ *
i N = STATS5b
Transkriptio @ - AK2
B = GAS Motif
DNA i O oonX M =Kempore

Abbildung 1.1: Der JAK/STAT Signalweg am Beispiel von Epo. Dierau das Zytokin Epo induzierte
Dimerisierung bzw. Reorganisation des Epo-Rezeptaidiviert assoziierte JAK2-Molekule durch
Autohosphorylierung von Tyrosinresten. So aktieerdAKs phosphorylieren ihrerseits Tyrosinreste am
zytosolischen Teil des Zytokinrezeptors, welche Bisdungsstellen fir die SH2 Doméane der STATS
Transkriptionsfaktoren dienen. Die am Rezeptor gdbnen STATs kénnen nun von den JAKs phosphoryliert
werden, dimerisieren nach Dissoziation vom Rezeptar translozieren in den Zellkern, in dem das Didie

Transkription des Zielgens induziert.

Die somit aktivierten JAKs phosphorylieren nun dieyrosinreste innerhalb des

zytoplasmatischen Abschnitts des Rezeptors uneremridamit die Bindestelle fir Sarkoma-
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Homologie 2 (engl. ,Sarcoma-homology” 2 — SH2) Dortéagende Proteine, die Bestandteil
der STATs sind [7]. Die STATSs stellen eine Familien sieben strukturell und funktionell
verwandten Proteinen dar, STAT1-4, STAT5a, STATSHd STAT6. Sie liegen im Zytosol
als ,ruhende” TF vor, bis sie an aktivierte Zytaldreptoren binden und von den JAKs an
einem Tyrosinrest phosphoryliert werden. Nach daosphorylierung dimerisieren die
jeweiligen STATSs, woraufhin die direkte Translokeatiin den Zellkern stattfindet, um die
Transkription zu aktivieren [8]. Zu diesem Zweckdet das Dimer an dig-Interferon-
Aktivierungsposition (GAS), welche die Konsensusszgy TTNCNNNAA hat. Diese
Sequenz ist ein Element in der Promotorregion delggne [9, 10]. Aufgrund der Grél3e von
ca. 180 kDa pro STAT Dimer liegt es nahe, dassTdansfer in den Zellkern aktiv erfolgt
[11]. STAT Dimere binden an Importin, eine der Usnteheiten des kernzytoplasmatischen
Transportmechanismus, wobei in einigen Zellliniercha unphosphoryliertes STAT in den
Zellkern transportiert wird [12]. Nach Aktivieruraer Transkription wird STAT im Zellkern
dephosphoryliert, was ein wichtiges Signal fir deqport in das Zytoplasma darstellt. Der
Export wird moglicherweise von CRM1 (engl. ,Chroroose Region Maintenance” 1), einem
Kern-Export-Protein, vermittelt [13].

Struktur und Funktion der JAKs und STATS

Die Struktur der JAKs unterscheidet sich klar vondexen Mitgliedern der Protein
Tyrosinkinase Familie. Eine besondere Eigenschiaited Proteine sind zwei benachbarte
Doménen: eine C-Terminale Kinase Doméane (JAK Hogield, JH1) und eine katalytisch
inaktive Pseudokinase Domane (JH2), in der eineas@nDoméne gefaltet ist, der aber
entscheidende Reste fiir die katalytische Aktiwitéd die Bindung an Nukleotide fehlen [14].
Es gibt immer mehr Hinweise die zeigen, dass di2 DAm&ne notwendig ist, um die basale
Aktivitat der Kinase Doméane zu unterdriicken [15], Iinherhalb der N-Terminalen Seite der
JAK-Proteine liegen zwei Sequenzen vor, eine Rediender SH2 Domane gleicht (JH3-4)
und eine ,four-Point-one®, Ezrin, Radixin, MoesiFHRM) Domane (JH6-7). Abgesehen von
der Homologie zur SH2 Sequenz, scheint die SHZlgéei Domane nicht an
Phosphotyrosinreste zu binden und ihre Funktionsnmagh festgestellt werden [17, 18]. Fur
die FERM Domane wurde gezeigt, dass sie die Anni@igezu den Rezeptoren vermittelt. Die
Bindung findet an den Box1/Prolin-reichen membrdmemaTeil des Zytokinrezeptors statt
[19]. In jungsten Studien wurde angenommen, das<Réiste innerhalb der FERM Domane
wichtig fur die Stabilisierung des hydrophoben Bidterns und die katalytische Funktion
von JAK-Molekilen sind [20]. Abbildung 1.2 zeigiedDomanenstruktur der JAKSs.
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FERM SH2 Pseudo TK TK
I | 4 $
JAK NH,— JH7 JH6 JH5] JH4 JH3 JH2 JH1 —COOH
-Terminale| Coiled- T . .
STAT NH«{N !re i o DNA binding | Linker TAD |—COOH

Abbildung 1.2: Doméanen Struktur der Janus Kinasen (JAKs) und,8g&mal transducers and activators of
transcription (STATS). Sequenzanalysen zeigtessdach die JAKs und STATs aus konservierten Doméane
zusammensetzten. JAKs beinhalten sieben JAK Hormlbgmanen (JH1-7). Die katalytische Aktivitat der
Tyrosinkinase Doméane JH1 wird in Interaktion mit @seudo-Tyrosinkinase JH2 reguliert. Dagegen apidie
Domaéanen JH3-JH7 diverse Rollen in den Protein-Rrdteeraktionen, wie z.B. der Verbindung zum Redonep
STATs bestehen aus sechs definierten Doménen. DigerMinale Region ist entscheidend fir STAT-
Funktionen, wie den Kernimport und -export. Der éltsitt der ,coiled-coil* Doméane ist beteiligt an rde
Rezeptorbindung und an Verbindungen mit weiteregeReoteinen. Fur die Bindung an spezifische Phosph
Tyrosinreste anderer STATs oder des Rezeptors ist StH2 Doméane verantwortlich. Die C-Terminale
Transaktivierungs Doméane (TAD) variiert innerhallr dFamilienmitglieder, ihre detaillierte Funktionsige ist

nicht vollstéandig bekannt.

Wie die meisten Transkriptionsfaktoren, sind STA#&ss sechs eindeutig definierten
Doméanen aufgebaut. Sie setzten sich zusammen aes konservierten N-Terminalen
Domane, einer ,coiled-coil* Domane, einer DNA-Bimdjs Doméne, einem Verbindungs-
Abschnitt, einer SH2 Doméane und der C-Terminalean$aktivierungs Domane (TAD)
(Abbildung 1.2). Diese Struktur wurde Uber Homo&&itudien und Kristallstrukturanalysen
der Kernaminoséuren (130-710) von DNA gebundenemein STAT1 bzw. dimeren
STAT3 aufgeschliusselt [21]. Die N-Terminale Regionerhalb der Familie aller STATSs ist
hoch konserviert und scheint notwendig fur die Riomkder STATs zu sein. Sie spielt eine
Rolle fur den Kern-Import, und -Export und die Bumdy an den Zytokinrezeptor. Die
.coiled-coil“ Doméne hat wie der Name besagt dienfomation einera-Helix deren
Funktion die Bindung zum Rezeptor und die Assoaiatzu Regulationsproteinen umfasst
[22]. Auch die DNA-Bindungs Domane ist zwischerenllSTATs hoch konserviert. Dagegen
ubernimmt der Verbindungs-Abschnitt die AufgabeesirAbstandshalters, um die korrekte
Konformation zwischen der Dimerisierungs- und DNAdBings Domane zu erhalten. Die
SH2 Domane ist zustandig fur die Rekrutierung deFAB an den aktivierten
Rezeptorkomplex und die fur die Translokation natéige Dimerisierung. Unmittelbar
unterhalb (engl. ,downstream”) der SH2 Doméane, eanaPosition 700 haben alle STATs
einen Tyrosinrest der essentiell fur die Aktiviegwmnd Dimerisierung ist [23, 24]. Zusatzlich

zu der Tyrosinphosphorylierung kénnen einige STAl®r eine Serinphosphorylierung
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reguliert werden, die Uber Serin- Threoninkinaseie p38 oder JNK, vermittelt wird [25].
Die Transaktivierungs Domane variiert zwischen deamilienmitgliedern, wobei die
Spezifitat und Funktion der transkriptionellen Riagjon der verschiedenen STAT Isoformen

noch weiter untersucht werden muss.

Bildung und Entwicklung der Erythrozyten: Die Eryth ropoese

Wahrend der Erythropoese (Entwicklung der rotentk@itperchen) ist Erythropoietin (Epo)
der wichtigste Regulator fur die haufigsten Blulee] den Erythrozyten (rote Blut-
korperchen). Epo ist der Wachstumsfaktor, der d&K/STAT Signalweg im Falle der
Erythropoese aktiviert. Die Aufgabe der roten Btuperchen ist der Transport von
Sauerstoff aus der Lunge in das gesamte Gewebe.

Ausgereifte Erythrozyten sind mit 120 Tagen eheuzlabig, im Gegensatz dazu Uberleben
.memory“ T- und B-Zellen mehrere Jahre. Daher sihetwendig, dass Erythrozyten durch
blutbildende Stammzellen (Hamatopoetische StammzelilSZ) kontinuierlich erneuert
werden [26]. HSZs liegen in ausgewachsenen Saugeknochenmark vor und kénnen sich
stufenweise in die verschiedenen blutbildenden edel(z.B. Erythrozyten, Monozyten,
Makrophagen, Granulozyten, T- B- und NK-Zellen)feliénzieren [27]. Der Prozess der
Differenzierung in die jeweiligen hamatopoetischbstfammungslinien wird dabei durch
pleiotrope Hamatopoetine (hdmatopoetische Zytokirie, GM-CSF, IL-1) reguliert.

Im murinen Fo6tus sind die ersten Orte der Erythieayildung die Blutinseln des
Dottersacks. In diesem Stadium der primitiven Enyploese werden kernhaltige Erythrozyten
produziert, die embryonales Hamoglobin exprimiarad unabhangig von Epo sind [28]. Um
den 12. Tag der Tragezeit (E12) verlagert sichBlidung der roten Blutkdrperchen in die
fetale Leber, in welcher voll entwickelte, kernlog&gythrozyten gebildet werden, die
embryonales und adultes Hamoglobin exprimieren. édidguiltige Umlagerung fur die voll
entwickelte Erythropoese findet kurz vor der GelimwrKnochenmark und der Milz statt, von
wo aus wahrend der gesamten Lebenszeit die Erytioproduziert werden [29].

Fur die Erythropoese in der fetalen Leber oder imo¢henmark, sind die als friihsten
bekannterex vivoVorlaufer Zellen die ,burst-forming-unit erythrdigBFU-ESs) identifiziert
worden. Die BFU-Es bilden sich in Gegenwart dem®taell-Faktoren Interleukin-3 (IL-3)
und Epo zu den ,colony-forming-unit erythroid“ (CHE) Zellen aus [30].

In Gegenwart von Epo bilden sich die CFU-Es scheise Uber vier verschiedene Stufen:
Pro-, basophile-, polychromatische- und orthochrttsohe-Erythroblasten (Abbildung 1.3).
Bei der fortschreitenden Differenzierung zeigen Hrgthroblasten eine sukzessive Verklei-
nerung der Zellgrol3e, eine hohere Chromatinkondiemsand einen Anstieg der Hamoglo-
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binanzahl. SchlieRlich wird der Zellkern ausgestoGed Retikulozyten gebildet, die sich von
ihrer Umgebung ablésen, um in den Blutkreislauzeireten. Beim fortschreitenden Austre-
ten aus den Organellen reifen sie zu den Sauetstof$portierenden Erythrozyten aus [29].
Die Expression des Eporezeptors ist gering im 8tadier BFU-E Zellen und am starksten
im Stadium der CFU-E Zellen, wobei sie sich im spdErythroblasten wieder verringert und

die Zellen keine Abhangigkeit mehr von Epo zeigen.

0-0-0- ﬁ ®-8-0-

CFU-GEMM BFU-E CFU-E Proerythroblast Erythroblast Retikulozyt Erythrozyt

Epo-abhangig Y EpoR

Abbildung 1.3: Schematische Darstellung Uber die Bildung von lEpgyten aus den Hamatopoetischen
Stammzellen (HSZ) wahrend der endgultigen Erythespgoin Mausen. Die HSZ bilden ,colony forming unit-
granulocyte-erythroid-markrophage-megakaryocyte* FWGGEMM), die sich, nach Festlegung zur
Erythroidlinie, weiter zu den Erythroid Burst Formgi Unit (BFU-E) entwickeln. Unter Einfluss der Stazell-
Faktoren Interleukin-(IL)3 und Erythropoietin (Epsghreiten die Zelle vom BFU-E Stadium zum Eryttroi
Colony Forming Unit (CFU-E) Stadium, welches strilgpo abhangig ist, voran. Die CFU-E entwickeln sich
unter strenger Epo-Kontrolle zu Erythroblasten areiNach dem Ausstof3 des Zellkerns treten die Retlyten

in den Blutkreislauf ein und reifen zu den Erythyten. Abbildung modifiziert von U. Klingmdiller [31]

Epo und der Eporezeptor

Die physiologische Rolle von Epo und EpoR bei detlitopose wurde hauptséachlich tber
Mause bestimmt, die Nullmutationen in den Genegetna die entweder Epo oder den EpoR
kodieren. Diese Knockout-Méause sterben an den TdgeR5 — E13,5 wahrend der
Embryogenese, ein Stadium mit massiver erythrofdesdehnung. Die fetale Leber dieser
Mause haben eine normale Anzahl an CFU-E Zellens @waraufhin deutet, dass das
Epo-Signal im frihen Stadium der Hamatopoese nndttvendig ist [32]. Wahrend der
Embryogenese wird Epo in der fetalen Leber, in Ehganen hauptsachlich im Tubular und
Juxtatubular des Endothels und in interstitielll@®lder Niere und aul3erhalb der Niere in
Hepatozyten und Kupffer Zellen gebildet [33]. Eiredriger Sauerstoffgehalt im Gewebe
durch hohen Blutverlust erhért die Expression dps Ben erheblich durch die Hypoxie-
induzierten Transkriptionsfaktoren HIF-1 und HIF32]. Als typisches Zytokin besteht Epo
aus vier a-Helices, die zu einer kompakten kugelférmigen I8tru gefaltet sind. Die
Kohlenhydrat-Seitenkette ist flr die komplette bgpsche Funktionalitdt des Glykoproteins

in vivo notwendig.
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Der murine EpoR gehort zu der Familie der Typ-lekytrezeptoren, welche aus einer
N-Terminal extrazellularen Ligandenbindungs-Domae@er einzelnen Transmembran-
Doméne und einer zytosolischen Doméne zusammengeset. Sie besitzt keine eigene
enzymatische Aktivitdt und sind daher innerhalb dgtosolischen Doméane mit JAK
assoziiert [35]. Die extrazellulare Domane ist awsei Fibronektin Typ-ll-Domanen
zusammengesetzt, D1 und D2. In jeder der beiderrdoménen sind zwei konservierte
Cysteinreste vorhanden, die untereinander Disulficken ausbilden. Das Aminoséure Motiv
WSXWS ist fur die Interaktion mit dem Liganden wvasaortlich [36] und befindet sich
gerade Uberhalb der transmembran Domane [37, 38istEnnerhalb der hdmatopoetischen
Zytokinrezeptor Superfamilie konserviert. Die silgngitergebende Domane im zytoplasma-
tischen Abschnitt des Rezeptors enthalt zwei preiohe Motive, Box 1 und Box 2, welche
fur die JAK-Funktionalitat benétigt werden [39].

Mutationen des EpoR, die zur Expression einer vetkii Variante des Rezeptors fiihren,
wurden mit familiarer Polyglobulie in Verbindung lgacht [40, 41]. Diese gutartige
Erythrozytose ist durch einen erhohten HamatokrrW\bder einen zu niedrigen Plasma-
Spiegel charakterisiert. Kultivierte Erythroid-Vadfer-Zellen solcher Patienten zeigen eine

erhdhte Epo-Sensitivitat verglichen mit Zellen den Wild-Typ EpoR exprimieren.

Die Signalweiterleitung durch den Erythropoietin Rezeptor

Die Signalweiterleitung Gber den EpoR fordert daiiiberleben, unterstitzt die Proliferation
und treibt die Differenzierung der Erythropoese dem Stadium der BFU-E Uber die CFU-E
Zellen zu den spaten Erythroblasten voran. Uberatiggen Jahrzehnte wurden die meisten
Signalproteine identifiziert, die von Epo aktiviaserden. Als typischem Zytokinrezeptor
fehlt dem EpoR die eigene Kinaseaktivitat und érdiaher mit der Tyrosinkinase JAK2
verbunden. Mit Hilfe von JAK2 Knockout-Mausen koangezeigt werden, dass JAK2
essentiell fur die Signalweitergabe des EpoR ist.NDduse sterben zwischen E13 und E15 an
schwerer Anamie, wodurch die Bedeutung von JAK2eihalb der vollstdndigen
Erythropoese gezeigt wurde [42].

Aufgrund der Bindung des Epo am EpoR erfolgt eitreiksurelle Umorientierung der
zytoplasmatischen Domane. Daraufhin findet einensibd Aktivierung von JAK2 durch die
Transphosphorylierung am Tyrosin 1007 innerhalb Aktivierungsschleife statt [43]. Im
Gegenzug phosphoryliert JAK2 verschiedene Tyrosterénnerhalb des zytoplasmatischen
Teil des Eporezeptors. Diese dienen so als Bindueldsn fur betreffende Proteine, welche
die SH2 Domane enthalten. Zu den Signalmolekilemv. b®ignalwegen, die nach
Rekrutierung aufgrund des phosphorylierten EpoR8viak wurden gehoren STATS5,
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Phosphoinositid-3-Kinasen (P13-K), die mitogenaiktite Proteinkinase (MAPK) und die
Proteinkinase C (PKC).

Die Weiterleitung des Signals Uber STAT5

Der direkteste Weg, um die Rezeptorstimulation en dZellkern weiterzuleiten, ist die
Aktivierung von STATS. Der im Zytosol latent vorjende Transkriptionsfaktor verbindet
sich mit den phosphorylierten Tyrosinresten. Deogglische Teil des Rezeptors verfugt tber
8 Tyrosinreste. Durch Mutationen der 8 Tyrosinrdgiante gezeigt werden, dass entweder
Y343 oder Y401 bendtigt wird, um die Phosphorylieyuwvon STATS zu aktivieren. Die
Bindung an die Tyrosinreste Y429 und Y431 fuhrt aur30% der Aktivierung des STAT5
Proteins gegeniber den Wild-Typ EpoR in der BaHHiZie [44]. Nach der Phosphory-
lierung dissoziiert STATS5 vom Rezeptor und dimerisi Das Dimer verlagert sich in den
Zellkern und bindet an seine Gegenelemente in kiedenen Promotoren, um die
Transkription der Zielgene zu aktivieren. Dazu gehtdie negativen Regulatoren wie das
Zytokin induzierbare SH2 enthaltende Protein (G¥5] und der Unterdriicker von Zytokin
Signalen (engl. ,Supressor of Cytokine Signaling'S©CS)-3 und auch Ziele wie Pim-1,
c-myc, OncostatinM, Bcl-X oder D-Typ Zykline, welche notwendig sind damite di
Erythropose funktioniert [46-48].

Die physiologische Rolle von STAT5 in der Erythrege wurde in den letzten Jahren
umfangreich untersucht. Obwohl kontrovers diskttisteigen die Anzeichen dafir, dass
STATS5 das Uberleben in Erythroid Vorlauferzellereiidie direkte Induktion der Expression
des antiapoptotischen Proteins Bgl-Xordert [48, 49]. Untersuchungen an STATbab
Mausen zeigten fetale Anamie und eine erhOhte Agsepate der Erythroid Vorlauferzellen
als Auswirkung eines Fehlers in der Hochreguliermog Bcl-X_ [50]. In einer zweiten
Studie mit STAT5ab Knockout-Mausen wurde herausgefunden, dass tliasero perinatal
letal und hoch anamisch sind [51]. Dies unterstziétzlich die Annahme, dass STATS5 eine
essentielle Bedeutung in der Erythropoese einnimmt.

Das Tet-Induktions System — Eine Technik um die Priteinexpression zu steuern

In dieser Arbeit wird das STAT5b Proteins nach ietiung durch Epo untersucht. Uber
SMFS werden die Diffusion und die Bindungseigenfiehades Proteins an den EpoR
beobachtet. Die Untersuchung dieser Prozesse eiibly experimentell gewonnene Daten
die durch systematische Anderungen und deren Regktiidentifiziert werden. Das gezielte
und reproduzierbare Beeinflussen der zellularerte®ys stellt allerdings eines der gréldten
Probleme in biologischen Experimenten dar. Pritlijionnen unspezifische Inhibitoren wie
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der generische Transkriptions Inhibitor Actinomydh angewandt werden [4]. Weitere
typischerweise verwendete Methoden, um das dynamiMerhalten zu steuern, sind die
Erhéhung der Proteinkonzentration durch Uberexprassoder der zielgerichteten
Abschaltung von Genen (engl. ,knockdown®) Uber RNWerferenz (SiRNA) [52]. Eine
fortgeschrittene Methode die mengen- und zeitakiggngberexpression der signalgebenden
Komponenten zu handhaben, ist das Tetrazyklin-liedbare (Tet)-System.

Tetrazyklin (Tet) — ein Antibiotikum — stellt die r@dlage des Tet-Systems dar. Diese
Systeme werden weit verbreitet verwendet, um dieme®gression in Eukaryoten zu
kontrollieren [53]. Das Prinzip dieses Reguliersygsems basiert auf denk.coli
Tetrazyklinresistenz-Operon (Tn10), welches dasrakgklinrepressor Protein (TetR)
beinhaltet und dessen spezifische DNA Bindungsstalle Tetrazyklin Operatorsequenz
(tetO). Im urspringlichen System blockiert TetR d@i@nskriptionsresistenz vermittelnder
Gene Uber die Bindung der tetO Sequenz. In Anwesenon Tet oder dessen Derivat
Doxyzyklin (Dox) dissoziiert TetR vom tetO ab unig @Gentranskription wird induziert. Um
die Anwendung fur Sauger-Organismen und —Zellliniza optimieren, wurden die
kunstlichen Tet-Off [54] und Tet-On [55] Systemdveiokelt.

Das Schliisselelement des zuerst etablierten TeS@tems ist der durch Tet kontrollierte
Transaktivator (tTA). Dieses Fusionsprotein bestabs der DNA-Bindungsdoméne des
bakteriellen TetR und der transkriptionalen Aktregsdomane des Herpes Simplex Virus
VP16 Protein, welches die Interaktion in Form dektiierung der eukaryotischen
Transkriptionsmaschinerie  erlaubt. Der zweite Badtml ist das kinstliche
Tet-Erwiederungs Element (engl. ,Tet-response-etgfne TRE), bestehend aus einer Fusion
zwischen einem Minimal CMV Promotor und einer Reioa sieben tetO Sequenzen. Da das
Tet-Off System standig Tet oder dessen Derivat Rox Regulierung benétigt, um die
Genexpression zu unterdriicken, kdnnen unerwindteibeneffekte auftreten. Daher wurde
das Tet-On System entwickelt (Abbildung 1.4).
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Abbildung 1.4: Schematische Darstellung des Tet-On Systems. Beersibele Transaktivator (rtTA),
zusammengesetzt aus der mutierten bakteriellen MBWAlungsdoméne (rTetR) und der transkriptionalen
Aktivierungsdomane des Herpes Simplex Virus VP1@&dn, wird in der zu beeinflussenden Zelle expeirni

In Abwesenheit von Doxyzyklin (Dox) kann rtTA nichin in die Zelle eingebrachten Tet-response Element
(TRE) binden und die Transkription des Zielgensdwierhindert. Bei Zugabe von Dox, welches am rtT#dbt

und so dessen Bindung an TRE erméglicht, wird dan3kription eingeleitet.

Dieses System basiert auf dem reversiblen Transaéti (rtTA), der vier gezielte Mutationen
in der TetR Domane tragt und dadurch umgekehrtellBigseigenschaften zeigt. So findet
die Bindung von rtTA an das TRE in Anwesenheit ok statt und die Transkription der
Zielgene wird aktiviert. In Abwesenheit von Dox kariTA nicht an das TRE binden und die
Expression der Zielgene wird verhindert.

Ein Nachteil des Tet-Systems ist die basale trapstmnelle Aktivitat im Aus-Zustand des
Systems. Diese Hintergrundtranskription resuliert der intrinsischen Aktivitat des Minimal
CMV Promotors und einer niedrigen noch vorhandeAéimitat des rtTA zum TRE in
Abwesenheit von Tet oder Dox. Um diese Einschragkareu umgehen, wurden verbesserte
rtTA Proteine und verschiedene neu entworfene ogémierte TRE Sequenzen entwickelt
[53, 56]. Diese zeigen hohere Sensitivitat gegenitileé und Dox und eine niedrigere basale
Aktivitat im Off-Zustand. Abgesehen von der neuesn€ration an Tet-Komponenten hangt
die Effizienz der tetrazyklinabhanigen Genexprassgtark von der Zelllinie und dem
Vektorsystem ab, welches das TRE und den rtTA ladiet
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1.2 Fluoreszenzmarkierung von Proteinen

Wie zuvor beschrieben (Kapitell 1.1) ist es moglisa Expression von Proteinen gezielt zu
steuern (Tet-Induktions-System). Somit wird dasuntersuchende Protein im gewlnschten
Male exprimiert. Um das Protein nun hinsichtlicineeEigenschaften zu untersuchen ist es
notwendig eine geeignete Markierung zu gewahrieisiie Markierung mit Fluoreszenz-
farbstoffen und die Untersuchung, der so markieReoteine stellt eine minimal-invasive
Methode fir diese und deren Wirtszelle dar [57, 58]

Um die Proteine mit fluoreszenten Sonden zu magkiesteht eine Vielzahl an Mdglichkeiten
zur Verfugung. Von kleinen organischen Farbstofieskdlen tGber Fluoreszenzproteine (FP)
bis hin zu Quantendots (QDs) bieten die jeweiligéarianten entsprechende Vor- und
Nachteile.

QDs sind Halbleiter-Nanokristalle in der Gro3enanp von wenigen Nanometern, die aus
Materialien wie CdS, CdSe, CdTe, InP oder InAs dfest [59]. Die Nanokristalle
absorbieren Photonen mit Energie tGiber der HalblB#émdlicke, was zur Folge hat, dass sich
ein Elektronen-Loch-Paar (Exziton) bildet. Die Rel#wbnation eines Exzitons fiuhrt zur
Emission eines Photons mit einem engen symmetnséhergieband. Die Wellenlange hangt
von ihrer Gro3e ab, kleinere emittieren im gruneerll@hl&dngenbereich und je grolRer sie
werden, desto mehr verschieben sie die Emissionraten hin. QDs jeglicher Grol3e kdnnen
mit Licht hoher Energie, von niedriger Wellenlangie hin zu einer Wellenlange kurz vor
ihrer Emission, angeregt werden. Noch von Vortest die Stabilitdit gegen hohe
Photostabilitdt und sehr hohe Extinktionskoeffitggnwodurch sie heller sind als ubliche
Farbstoffe[60]. Von Nachteil ist, dass sie auf kéemp Weise blinken, viel groRer als
organische Farbstoffe oder FPs sind und bei deAafiiahme in die Zelle, Gblicherweise
durch Endozytose, verbleiben sie in den Endosortahiss Zytosol einzudringen [61]. Das
Blinken macht QDs ungeeignet fir die Bestimmung Bamdungskinetiken des untersuchten
Proteins (STAT5b). AuRerdem kénnen QDs zytotoxsaih [62, 63].

Mit dem gruin fluoreszierenden Protein (GFP) wurda $himomura et. al. das erste FP aus
der QualleAequorea victoriaxtrahiert [64]. 1994 gelang es Chalfie et. al. Gas aul3erhalb
der Qualle zur Expression zu bringen [65]. Die Aidae um Tsien fuhrten zu einer Fille von
verschiedenen FPs [64, 66]. Die Vorteile von FRsl slie spezifische und stochometrische
Markierung des zu untersuchenden Proteins bei \fedtweg der FP als Fusionsproteine und
die damit einhergehende einfache Anwendung in ldéeiZellen. Allerdings zeigen FPs auch

Nachteile besonders hinsichtlich Einzelmolekilfesrenzmessungen (engl. ,Single
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Molecule Fluorescence Spectroscopy” — SMFS). Dietédtabilitat der FPs variiert stark und
photophysikalische Eigenschaften wie Blinken und -$gsitivitdt einiger FPs
beeintrachtigen ihre Verwendung fur SMFS. Auch damgsame Faltung und damit
einhergehend die langsame Chromophorbildung dtelleinige Messungen Probleme dar.
AulRerdem liegen FPs oft als Dimere oder Tetramere®@ie Dimere oder Tetramere stellen
sehr grof3e Proteine dar, die stellenweise grofer als das mit ihnen fusionierten und zu
untersuchenden Proteine. Daher kann es vorkommeass dlie Funktionalitdt des
Fusionsproteins beeintrachtigt ist. Dennoch wurthejungster Zeit Modifikationen an FPs
vorgenommen, die dazu fuhren, dass sie fir SMFSeholwngen benutzt werden kdnnen,
wie beispielsweise mCherry. Die Photostabilitateschhoch genug zu sein und das Blinken
auf der Millisekundenskala voraussichtlich nichtstéren [67]. Daher wurde in dieser Arbeit
das zu untersuchende Protein STAT5b mit dem FP mZhesioniert.

Inzwischen existiert eine sehr umfangreiche Auswatm kleinen organischen Farbstoffen.
Aus dieser Fulle von Farbstoffen kann ensprechesrdAashforderungen fiir die Messungen
einer oder auch mehrere ausgewahlt werden. So késieenach Eingenschaften wie ihrer
Anregungswellenlange, Helligkeit, Photostabilit&tokes-Verschiebung, pH-Sensitivitat,
usw., selektiert werden. Modifikationen oder Eintirng von Funktionellen Gruppen erlauben
die spezifische und stochiometrische MarkierungUtgersuchungsobjekte.

Mit Antikbrpern werden die gewunschten Proteine ingher Spezifitat markiert. Die
gangigste Variante verlauft tber einen priméarenik®mper gegen das Protein, der wiederum
von einem sekundaren Antikorper, welcher mit orgelmén Farbstoffen markiert ist, erkannt
wird. Hier wiederum besteht das Problem der ni¢btlsometirschen Markierung, da der
primare Antikbrper von mehren sekundaren gebundesh Wm Proteine innerhalb der Zelle
mit den Antikdrpern zu markieren, muss diese fixigrd permeabilisiert werden. So ist die
Messung von Dynamiken innerhalb der lebenden Zeallieht moglich. Die Nutzung von
Antikorpern in lebenden Zellen ist nur umsetzbar der Markierung von extrazellularen
Zellbestandteilen oder tber die Mikroinjektion vammaren Antikdrpern, die direkt mit dem
Farbstoff markiert sind, in die lebende Zelle. Dikkroinjektion allerdings stellt einen
starken Eingriff fur die Zellen dar. AuRerdem hat Antikdrper mehrere Bindungsstellen
was dazu fuhren kann, dass die Zielmolekule inddba Zellen oligomerisieren. Die Grol3e
des Komplex aus Antikdrper und Farbstoff ist typeswveise gréf3er als 200 kDa und fluhrt
daher evtl. zu Problemen bei der Mehrfacherkenraimgs einzelnen Proteins innerhalb eines
Proteinkomplex [58].

Eine sehr junge Variante der Proteinmarkierungdist Nutzung chemischer ,Tags" [68].

Hierfir wird das zu untersuchende Protein statt emiem Fluoreszenzprotein mit einem

18



Einleitung

Fusionsprotein (dem sogenannten Tag) exprimierty@lohes ein organischer Farbstoff oder
auch eine weitere funktionelle Einheit, wie z.Botd binden kann. Vorteilhaft ist die geringe
GrolRe des ,Tags” gegentber der FPs, die mit gaen@¥ahrscheinlichkeit die Funktion des
zu untersuchenden Proteins beeinflussen kbnnekd®wen Farbstoffe mit der gewlinschten
Anregungswellenlange und vor allem fur die SMFShtigen Anforderungen, wie hoher

Extinktionskoeffizient und Quantenausbeute, Phatmbtat und konstante Emission fur die

Markierung gewahlt werden [69].

Im Laufe des letzten Jahrzehnts wurde eine VielaahlTags" entwickelt. In Tabelle 1.1 sind

einige dieser ,Tags" aufgelistet.

Tag Substrat / Ligand Grolie Ref.
hAGT (SNAP-Tag) Benzyl-Guanin Derivate 20 kDa [78}1
hAGT Variante (CLIP-Tag) Cytosin Derivate 20 kDa 4]7
Dehalogenase (Halo-Tag Protein Alkylhalogenid Derivate kB@& | [75, 76]

E. Coli Dihydrofolate Trimethoprim Derivate 18 kDa [77, 78]

ReduktasegDHFR)
. . . Biarsenische Derivate
Tetracystein Helix Motiv peptid (FIASH: ReAsH) 6 AS [79]
Hisg NTA Derivate(nur extrazellular) 6 AS [80, 81]

Tabelle 1.1:Zusammestellung einer kleine Auswahl von Chemiscregs fur die Anwendung der Fluoreszenz

Spektroskopie in lebenden Zellen.

Tsien et. al. haben als erste ein Protein mit ekugzen 15 Aminoséure langen Sequenz
fusioniert, welche einen organischen Farbstoff éindDie Peptidsequenz beinhaltet als
Kernbestandteil ein CCXXCC Motif, das den kleinearbstoff FIASH (engl. ,Rlorescin
Arsenical _Hairpin “) binden kann (Abbildung 1.5) [82]. Dieseelfhiode hat allerdings den
Nachteil der unspezifischen Markierung von Thiah&in Regionen in der Zelle und die

toxische Wirkung des biarsenischen Liganden.
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A) Tetracystein Peptidsequenz
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Abbildung 1.5: Die schematische Darstellung von Proteinen, die Tags versehen sind. So kénnen die
Proteine mit modifizierten Fluoreszenzfarbstoffearkiert werden. A) Ein kurzes Peptid, gebunden as zli
untersuchende Protein, mit der Kernsequenz CCXXDiése Sequenz bindet FIAsH kovalent. B) Das zu
untersuchende Protein wird mit dér Coli Dihydrofolate Reduktasee@HFR) fusioniert, welche eine nicht

kovalente Bindung mit Trimpethoprim (TMP) eingeht.

Ein weiteres Beispiel fur einen proteinbasierterersischen ,Tag“ ist dieE. Coli
Dihydrofolate Reduktase eDHFR), welche mit einer hohen Affinitat (1 nMpbK
Trimpethoprim (TMP) bindet (Abbildung 1.5) [78, 83Pie nicht kovalente Bindung hat eine
Dissoziationskonstante zu TMP-Fluoreszin von 32ndvB[78]. eDHFR ist etwa nur zwei
drittel mal so gro3 wie ein monomeres Fluoreszestepr, aul3erdem bildet es keine
Oligomere, ist schnell gefaltet und umgeht somé tdiilweise langen Halbwertszeiten der
Reifung des Chromophors der FPs [84].

In dieser Arbeit wurde die SNAP-Tag Methode fur Markierung des zu untersuchenden
Proteins STAT5b benutzt. Der SNAP-Tag macht si@h Eigenschaft der @Alkylguanin-
Transferase (AGT — im menschlichen Koérper hAGT)mzize, beschadigte *@lkylierte
Guaninreste in der DNA zu dealkylieren [85]. Diendiing eines ®Benzyl-Guanin (BG)
modifizierten Farbstoffes an den SNAP-Tag erfolgvdent Uber eine \@ Reaktion und
Bildung eines stabilen Thioesters an einem reakfiveukleophilen Cysteinrest. Dieser

Mechanismus ist fur lebende Organismen unublichdas Protein irreversibel inaktiviert

20



Einleitung

wird. Um das zu untersuchende Protein zu markieneth eine Mutante der hAGT, welche
eine signifikant erhohte Aktivitdt gegen BG Subigtraeigt, an das Protein fusioniert [70-72,
86]. In Abbildung 1.6 wird der Reaktionsmechanisracisematisch dargestellt.

TAT5b - TAT5b /\©v
\ \‘4 p \
FIuoreszenz—
farbstoff
</ :(k)\ ' v ‘ arpsto

Fluoreszenz-
farbstoff

Abbildung 1.6: Die schematische Darstellung de2Reaktion des STAT5b-SNAP Fusionsprotein mit einem

Benzyl-Guanin(BG)-Fluoreszenzfarbstoff.

Zum Markieren des Fusionsproteins STAT5b-SNAP wundedieser Arbeit TMR-Star
(zellpermeabel) und BG-ATTO633 verwendet. Der RafibsSTMR-Star tragt als reaktives
Substrat nicht BG sondern ein Chloropyrimidin-Datjvwelches auch von SNAP erkannt
wird. Die Struktur ist in Abbildung 1.7 und das Adpgtions- und Emissionsspektrum in
Abbildung 1.9 gezeigt.

Abbildung 1.7: Strukturformel von TMR-Star

Im BG Kopplungsprodukt werden einige der Farbstaftech das Guanin geléscht [69].
Diese Eigenschaft kann genutzt werden, um ungelmemdgon gebundenem Farbstoff zu
unterscheiden. Bei ausreichend starker Loschurgy der freie Farbstoff nur ein schwaches

Hintergrundsignal.
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1.3 Fluoreszenz-Mikroskopie

Die Fluoreszenzmikroskopie ist eine sehr wenig snx& Methode, die Untersuchungen von
dynamischen Prozessen innerhalb lebender Zelleghicht. Sie wurde Anfang des 20.

Jahrhundert erstmal von August Kéhler und Carl Resicverwendet. Sie regten Molekiile
zum Leuchten an und untersuchten diese mit einekndskop [87]. Mit der Entdeckung des
grun fluoreszierenden Proteins (GFP) in den 60krefabekam die Fluoreszenzmikroskopie
fur die Biologie einen enormen Schub (vergl. Absthirluoreszenzmarkierung von

Proteinen und [88, 89]). Seit dem haben sich dikrddikope, die Detektoren und auch die
Fluoreszenzfarbstoffe stetig weiterentwickelt. Sbas inzwischen mdglich mit der Licht-

bzw. Fluoreszenzmikroskopie kleinste Strukturen raiher Auflosung von wenigen

Nanometern zu identifizieren [90-93].

Es besteht auch die Mdglichkeit einzelne Fluoreszerekile in lebenden Zellen zu

detektieren und zu verfolgen. Die SMFS liefert ster Weg genaue Einblicke in zellulare
Ablaufe wie den JAK/STAT Signalweg zu bekommen. Walas zu untersuchende Objekt
spezifisch fluoreszenzmarkiert so sind gezielt imfationen tUber das Objekt zu erhalten. In
dieser Arbeit wird das STAT5b Protein auf seinefiifon innerhalb verschiedener Regionen
in der Zelle und die Bindung an einen seiner a&temden Rezeptoren (den EpoR) hin
untersucht. Die so durchgefuihrten Untersuchungdmergedetaillierte Informationen des

Proteins im Hinblick auf seine Aktivierung.

Fluoreszenz

Bei der Fluoreszenzmikroskopie wird sich das Ph&roder Fluoreszenz zu nutze gemacht.
Fluoreszente Molekile kénnen Photonen einer bedtmr&nergie im Wellenlangenbereich
von 200 — 800 nm absorbieren und werden darufhs dem Molekilgrundzustand, $
einen elektronisch angeregten Molekllzustando&er hoher angehoben. Die Relaxation
erfolgt auf unterschiedliche Weise. Findet sie knazh der Absorption, unter Aussendung
eines Photons statt, spricht man von Fluoreszerez DAuer im angeregten Zustand (einige
Nanosekunden) ist die so genannte Fluoreszenzlgheeasdes Molekls.

Das Absorptionsspektrum kommt dadurch zustandes oeshrere Ubergange mdglich sind.
Betrachtet man in einer Ensemblemessung viele Nitdelgleichzeitig sient man alle

Ubergange und es ergibt sich das farbstoffspebiigisorptionsspektrum (Abbildung 1.9).
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Abbilung 1.9: Absorptions- (grin) und Emissionsspektrum (rot)n vdMR-Star. Die Differenz des

Emissionsmaximum bei 578 nm gegenuber dem Absogtieximum bei 553 nm wird als Stokes-

Verschiebung bezeichnet.

Beim Einstrahlen einer bestimmten Wellenlangeird ein Teil der Photonen entsprechend
der Ubergangswahrscheinlichkeit absorbiert, angagetburch den molaren Extinktions-
koeffizienteng(A). Findet die Absorption bei Einstrahlung von Licti¢ht zu hoher Intensitat
statt, werden hohere elektronische Zustande nurgwessetzt und der Extinktionskoeffizient
bleibt von der Intensitat unabh&ngig. So ist dieetghngswahrscheinlichkeit fir den
elementaren Prozess der Absorption proportionallziegnsitatl und es gilt das Lambert-

Beersche-Gesetz:
}'[x} — IUE‘E_‘-(‘HHIJ GI 1

lo ist hierbei die Intensitat der einfallenden Li¢taklung direkt vor dem Durchgang uh¢k)
die Intensitat bei der Eindringtiefe x (in Strabhiung). Werden Proben in LOsung vermessen
so wird direkt log @1) bestimmt und es ergibt sich der Zusammenhang:

A[ﬂ,}:]cg(fn,ff):a;lxcxa’ Gl 2

A (M) ist die Absorbtion, c fur die Konzentration ddgisiung und d fur die Weglange durch
die Probe stehen und bei bekanntem Extinktionskaefitens(A) mit der obigen Gleichung

die Konzentration bestimmt werden kann.
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Die Mdglichkeiten der Relaxationen die dem angemegwiolekil zur Verfigung stehen
lassen sich schematisch in einem sogenannten 3abbDragramm (Abbildung 1.10)
darstellen. Das Jablonski-Diagramm zeigt vereirtfaid Energieniveaus eines Molekils, S
S, S und weitere stehen fur die Singulett-Zustdndedarmh Gesamtelektronenspin von null
sowie die Triplett-Zustande, T T, und weitere mit dem Gesamtspin eins. Die eleksaren

Zusténde im Molekll werden weiter in Schwingungsd uliese weiter in Rotationszustande

aufgespalten.
A
s, X
ASVR——

E T
A E <NRR P % NRR

Y—— S

2 2 2

s o) S S

VRS S SVRT 5

S, TV ¥ C—

Abbildung 1.10: Das Jablonski-Diagramm. Hier werden die photop{alsichen Prozesse eines Chromophors
gezeigt. Die Absorption (A) erfolgt aus dem elekisghen Grundzustand in einen schwingungsangeregten
elektronisch angeregten Zustand (griin). Aus hohedektronischen Zustanden findet eine strahlungslos
Relaxation, interne Konversion (IC) statt (orand@)e Schwingungsrelaxation (VR) erfolgt strahlurgshus
schwingungsangeregten Zustanden in die Schwinguomgdpustande der jeweiligen elektronischen Zustande
(hellblau). Aus dem ersten elektronisch angeregtestand steht die Emission (E — rot) unter Aussagdines
Photons, eine strahlungslose Relaxation (NRR —elbfdu) und der Ubergang in den Triplett-Zustar®iq(l—
schwarz) zur Verfigung. Aus dem Triplett-Zustaneigmet sich die Relaxation strahlungslos (NRR —
dunkelblau) oder unter Aussendung eines PhotorRhaisphoreszenz (P — dunkelrot).

Nach der Absorption befindet sich das Elektronimem schwingungsangeregten elektronisch
angeregten Zustand, wobei héhere elektronischeéddstals Sweniger wahrscheinlich sind.
Findet die Relaxation aus einem schwingungsangamagtden $Schwingungsgrundzustand
statt, spricht man von Schwingungsrelaxation (epgbrational Relaxation* — VR). Bei der
Relaxation aus hoheren elektronischen Zustandenirvogrer Konversion (engl. ,Internal

Conversion“ — IC). Diese Relaxationen erfolgen dukfechselwirkung mit umgebenden

24



Einleitung

Losungsmittelmolekilen auf einer Zeitskala von weni Pikosekunden und sind
strahlungslos. Im SSchwingungsgrundzustand ist das Molekdl fur eiZaitraum von
wenigen Nanosekunden stabil, was die Fluoreszemaselauer wiederspiegelt. Von hier
stehen mehrere Mdoglichkeiten zur Auswahl, um diersithissige Energie zu verlieren.
Entweder durch Aussendung eines Photons, dieseeggavird als Fluoreszenz bezeichnet.
Oder auch durch strahlungslose Relaxationen (,Nadiiive Ralaxation“, NNR) und
Ubergange vom: Szum T; Zustand zur Verfuigung.

Der Ubergang von Shach T (engl. ,Inter-System-Crossing” — ISC) erfolgt unfenderung
des Spins eines Elektrons. Aus dem elektroniscleragten ZustandTwiederum kann die
Relaxation unter Aussendung eines Photons odenlstigslos erfolgen. Da der Ubergang
vom metastabilen Tzurlick in den §Zustand wegen der nétigen Spinumkehr verboten ist,
findet die Strahlungsemission erst nach* s 1G Sekunden statt und man spricht von
Phosphoreszenz.

Die Fluoreszenz erfolgt im Allgemeinen in einenwitigungsangeregten Grundzustangl S
aus dem das Elektron komplett Giber VR in den beinReamperatur am haufigsten besetzten
Grundzustand Szurtckfallt. Da im Verlauf der Relaxation Energigahlungslos abgegeben
wird hat die Fluoreszenz gegeniber der Absorptione eEnergiedifferenz. Diese
Energiedifferenz wird als Stokes-Verschiebung bdwreet und zeigt sich in einer
Rotverschiebung im Emissionsspektrum (siehe Abhbiidil.9) [94].

Fluoreszenzmikroskopie

In der Fluoreszenzmikroskopie unterscheidet manscheedene Beleuchtungsarten.
Ublicherweise wird bei einem Fluoreszenz-Mikroskom derselben Seite der Probe angeregt
wie detektiert. Dies wird als Epi-Fluoreszenzmilkas bezeichnet. So sammelt das Objektiv
nur Fluoreszenzlicht und ein geringen Teil von eldilertem Anregungslicht. Mit einer
geeigneten Auswahl von Filtern kann das Fluoreszeom Anregungslicht getrennt werden

und es wird nur noch die Fluoreszenz detektiert.

Weitfeld-Mikroskopie

Bei der Weitfeld-Mikroskopie wird die Probe von alel aus dem Objektiv austretendem
Anregungslicht auf einer Flache beleuchtet. Soelassich biologische Proben, wie zum
Beispiel gesamte Zellen, mit einer hohen Eindrafgtiund einer Schichtdicke von 1 — 2 um
abbilden. Zur Anregung dienen entweder Quecksibragflampen oder Xenon-Quellen bei
denen mittels geeigneter Filter die passende Amggwellenlange selektiert werden kann.
Eine andere Moglichkeit sind Laser, die von Grundf @in schmales Spektrum
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(monochromatisches Licht) besitzen, die gepulstdemrkdénnen und die Strahlen hoher
Parallelitat mit einer grof3en Kohéarenzldnge besitdaie Detektion kann tber das bloRRe
Auge erfolgen oder es werden 2D-Sensoren wie CCiddfas verwendet. Die so abgebildete
Flache kann eine Grof3e von bis zu 140 x 140 unmpngeh CCD-Chip und Optik im

Detektionsstrahlengang, haben.

Konfokale Mikroskopie
Mit der Methode der konfokalen Mikroskopie wird dAsregungslicht in einem kleinen

Punkt fokussiert. Zuséatzlich wird mit einer Lochide im Detektionspfad Licht, das nicht aus
der Fokalebene stammt, und Streulicht effektiv gelktl und somit der Kontrast deutlich

erhoht (Abbildung 1.10). Dieses Prinzip wurde vorarin Minsky 1957 als Patent
angemeldet [95, 96].

Fokusebene
- Deckglas
# Objektiv

i Dichroid

Anregungslicht

“zuazsaion|4

A=

Lochblende

I Detektor

Abbildung 1.10: Das Prinzip der konfokalen Fluoreszenzmikrosko$teeulicht oder Fluoreszenz die nicht aus

der Fokusebene stammen werden von der Lochbleodkieit und damit nicht detetkiert.

Der Durchmesser der Lochblende bestimmt wie viehtvon der Detektion ausgeschlossen
wird. Die Lochblende hat typischerweise den Durcéksee der dem ersten Minimum der
Beugungsringe entspricht. Wie grol3 der DurchmedssrBeugungsrings ist hangt von der
Vergrofierung und der numerischen Apertur des Qligkib. Somit wird in der konfokalen

Fluoreszenzmikroskopie eine Punktabbildung erretdgsen Signal aus einem konfokalen
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Volumen von ca. 300 nm lateral und ca. 700 nm agiainmt. Um in einer biologischen
Probe ein ganzes Bild aufzunehmen, muss entweddraderfokus durch die Probe oder die
Probe durch den Laserfokus gerastert werden. DBelsegung von einem Probentisch dazu
fuhren kann, dass sich Teile innerhalb der Prolizsssbewegen und so Artefakte entstehen
kénnen, werden fir die Methode der konfokalen Lssaaining Mikroskopie (CLSM) Spiegel
vor dem Objektiv mittels Piezomotoren gezielt vpgti Das konfokale Volumen wird so
zeilenweise Uber die Probe gerastert. Die StarkeAdslenkung der Spiegel bestimmt die
BildgréRe, wobei die Anzahl der Zeilen und die Hgkeit mit der die Fluoreszenz innerhalb
einer Bildzeile ausgelesen wird, die Anzahl dedpilnkte (Pixel) ergibt. Detektiert wird die
Fluoreszenz Ublicherweise mit Photoelektronenvéfagker (engl. ,Photomulitplier Tubes® —
PMT) oder Photolawinendioden (engl ,Avalanche PHmde“ — APD). Durch die
zusatzliche Verschiebung des Fokus in der Z-Ebasseh sich Gber Computerprogramme 3D

Strukturen rekonstruieren [97, 98].

Interne-Totalreflektions-Fluoreszenzmikroskopie (TIRFM)

Eine weitere Methode, auf deren Prinzip ein Teit dtersuchungen in dieser Arbeit
durchgefuhrt wurden und die daher eingehender bebem wird, stellt die Interne-
Totalreflektions-Fluoreszenzmikroskopie (engl. ,dlotinternal Reflection Fluorescence
Microcopy — TIRFM) dar. Das Prinzip basiert auf dérgenschaft von Licht an der
Grenzflache von zwei Medien mit unterschiedlicheedBungsindizes. Unter der Bedingung
der totalen internen Reflektion (TIR) wird ein eeamentes Feld von Licht erzeugt welches
selektiv die Farbstoffe nahe der Grenzflache anrdfit TIRFM ist es moglich einen
Anregungsbereich von <100 nm Uber der Grenzflamlneerzeugen. Damit ist die axiale
Auflésung deutlich héher als die der konfokalen M#kopie von ca. 700 nm. Allerdings
beschréankt sich der Anregungsbereich auf die c@.nb® direkt Gber der Grenzflache.
Grundlage bildet das snelliussche Gesetz (Gl. 3lcles beschreibt wie Licht beim
Durchqueren von Medien mit unterschiedlichen Bregsindizes reflektiert oder gebrochen
wird. Wenn Licht mit einem flachen Winkel in ein eites Medium mit geringerem

Brechungsindex eintritt, wird es vom Lot weggebrath

sinfly = = —Lsin@,
Na Gl. 3

Der exakte Winkel der Brechung kann Uber das srssiihe Gesetzt berechnet werden, wobei
n; undn, jeweils fur den héheren und niedrigeren Brechumigst eines Mediums, ur@ und

6 fur die Winkel relativ zum Lot stehen (griiner &trAbbildung 1.11).
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Ein spezieller Fall ergibt sich, wenn der Winkes @égnfallenden Lichts tGber den sogenannten
Winkel & erhoht wird. Unter dieser Voraussetzung breitelh glas Licht nicht aus, sonder
verlauft parallel zur Grenzflache (rot Strahl Alslihg 1.11). Hierbei gilt, sin 90° = 1 und das
snelliussche Gesetzt vereinfacht sich zu:

6y = sin~t (”—)
My Gl. 4

Nimmt man Beispielsweise ein Deckglas und Wassergibt sich ein kritischer Winkel von
sint (1,33/1,51) = 61,7°, oder fur auf dem Glas araghsenen Zellen von ~ 64° - 66°. In
Tabelle 1.2 sind einige typische Brechungsindizggedfihrt.

Material Brechungsindex
Luft 1,00
Wasser 1,33
Zytosol in Zellen 1,36 -1,38
Deckglas 1,51

Tabelle 1.2:Brechungsindizes typischer Materialien.

Es ist sehr wichtig den kritischen Winkel zu kennem den minimalen Grenzwert fur TIR
setzten zu koénnen.

Ist der der kritische Winkel Gberschritten, wirdsdanfallende Licht in das Medium mit dem
héheren Brechungsindex komplett reflektiert (blas®ahl Abbildung 1.11).

Luft / Wasser
Glas

Abbildung 1.11: Schematische Darstellung der Beugung des Lichgs, kilitischen Winkels und der totalen
internen Reflektion. Wenn das Licht in ein Mediunt geringerem Brechungsindex eintritt, wird es vaot
weggebrochen und (griner Strahl). Beim kritischeink&! verlauft es parallel zu den beiden Medien andh
teilweise reflektiert (roter Strahl) und bei WinkegrofRer als der uberkritische Winkel findet totaigerne
Reflektion statt (blauer Strahl).
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Trotz der Reflektion der Lichtwelle wird ein expoiedl abfallendes elektromagnetisches Feld
oder auch evaneszentes Feld im Medium des germ@ezhungsindex erzeugt.

Die Intensitat eines evaneszenten Fdldbei verschiedenen Abstanden von der
Glasoberflache und die Eindringtiedie(definiert als der Abfall vori(z) auf 1£ oder ~37%

der Intensitat) konnen durch die folgenden zweichigngen ausgedrickt werden:

1) =10)x e d G5
Wobei furd gilt:

: Ag
a = —— —
40y 5in* G, —n3

Gl. 6

Demnach kann ein flacheres evaneszentes Feld ¢ragaglen indem, erstens der
Unterschied zwischen den Brechungsindizes der kbemlien grol3 ist, zweitens Licht mit
einer kurzen Wellenlangd(4la) verwendet wird und drittens mit einem groRen
Einfallswinkel des Anregungslichts. Im experimeletiel Fall sind diese Parameter
Ublicherweise eingeschrankt: Der Brechungsindexd vdurch die Deckglaser und darauf
adharenten Zell bestimmt (siehe Tabelle 1.1), dielléilange des Anregungslicht wird
vorgegeben durch den verwendeten Farbstoff unandermale Winkel fur die Beleuchtung
ist festgelegt durch die numerische AperttA| des Objektivs bei der Anwendung von
Objektiv basiertem TIRFM:

NA =mngsing, Gl. 7

Wobeins fir den Brechungsindex des Immersionsdl stehtches Ublicherweise 1,51 fir
Olimmersionsobjektive mit hoh&tA ist. Da dieNA des Objektivs den maximalen Winkel des
einfallenden Lichts (fokusiert auf einen &uf3eren ks der hintere Brennebene des
Objektivs, siehe Abbildung 1.12) bestimmt, wird dreénimale Eindringtiefe fir Objektiv

basiertem TIRFM weiter eingeschrankt.
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Abbildung 1.12: Die schematische Darstellung des Strahlengangshaib eines TIRFM-Objektivs. Nachdem
das Anregungslicht (griin) im Weitfeld mittig aukdiintere Brennebene des Objektivs eingerichtetvist es
fur TIR auf einen Punkt im duf3eren Umkreis derdriem Brennebene fokusiert (b). Die Anregung (gfinget
an der Peripherie des Objektivs statt, wahrend Eti@ssion (rot) durch das Zentrum verlauft. Abbildun
adaptiert aus [99].

So kann im gunstigsten Fall fir Objektiv-Typ TIRF&he Eindringtiefe des evaneszenten
Feld von < 100 nm erreicht werden.

In dieser Arbeit wird eine Veriante verwendet dencEinfallswinkel des Anregungsstrahls
variabel lasst (engl. ,Variable-Angle-TIRF* — VA-RF) [100, 101]. In Abbildung 1.13 ist
die Methode skizziert.

apikale Aufnahmen I

" ebende Zelle Deckglas

basale Aufnahmenj - emimmersionsdl

Objektiv

kDichroitischer
Spiegel

Abbildung 1.13: Schmatische Darstellung der Variante VA-TIRF. Dasi#ton des Anregungslichts geht nicht
Uber den auReren Umkreis der hinteren Brennebetitis¢ker Winkel) des Objektivs hinaus, der fur TIR
erforderlich ist. So wird ein Teil des Anregungbtie an der Granzflache Deckglas/Zelle gebrocheneunelugt
einen Anregunsstrahl durch die Zelle.
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Fur VA-TIRF wird die Position des Anregungsstralis der hinteren Brennebene variabel
gehalten. Wird eine Position gewdahlt die nicht Ulben auf3eren Umkreis der hinteren
Brenneben, der den kritschen Winkel markiert, hsngeht (Abbildung 1.12), so wird ein Teill

des Anregungslichts gebrochen (Abbildung 1.11) armkugt einen Anregungsstrahl durch
die Zelle. Alle Fluorophore die sich in diesem 8traufhalten werden angeregt. Wird das
Objektiv in Z so eingestellt, dass der Fokus night der Deckglasoberflache liegt sonder
dariber, kbnnen im Fall der Untersuchung von Zetlenapikale Zellmembran beobachtet

werden.

Fluoreszenz-Korrelations-Spektroskopie (FCS)

Durch die stetige Weiterentwicklung der Mikroskofpileer die letzten Jahrzehnte erdffneten
sich verschiedene Methoden Dynamiken in unterstbiezh Systemen zu beobachten. In
dieser Arbeit wird das Protein STAT5b mit Hilfe v&MFS Methoden in lebenden Zellen
untersucht. Die am haufigsten verwendeten Metholénnen zu den so genannten
F-Techniken zusammengefasst werden: Die Fluoresdeolzng nach Photobleichen
(FRAP), der Forsterresonanzenergietransfer (FRETje Fluoreszenzlebensdauer-
Mikroskopie (FLIM) und Fluoreszenz-Korrelations-&peskopie (FCS) [102, 103]. Auch
die Verfolgung einzelner Partikel (engl. ,singletae tracking® — SPT) gehort zu einer weit
verbreiteten Methode [104].

Mit der FCS, basierend auf der konfokalen Mikroskpmwvird die Diffusion von STAT5b in
lebenden Zellen bestimmt und soll daher néher enttiwerden.

Die Anfange der Fluoreszenz-Korrelations-Spektrpgkanachten Magde, Elson und Webb,
in Untersuchungen der Diffusion des Farbstoffes d@inun G6 und der Bildung eines
fluoreszierenden Komplexes von Ethidiumbromid ikédiert in die DNA [105-107] Das
Prinzip der Fluoreszenz-Korrelations-Spektroskoesiert auf der Fluktuation der
Fluoreszenz innerhalb eines meist konfokalen Vohsnélblicherweise wird die Fluktuation
durch die thermische Bewegung fluoreszierender KkMudée verursacht, die das kleine
Volumen passieren. Eine weitere Form der Fluktmakiann durch das aktive Anlegen eines
Flusses erzeugt werden. Inter- oder intramolekuReaktionen kénnen auch dazu fihren,
dass sich das Fluoreszenzsignal &ndert und so @echwindigkeitskonstanten bestimmt
werden. Um die Fluktuation tatsé&chlich messen zunnkd, ist es erforderlich ein
Observationsvolumen zu erzeugen, in welchem eirz€&llmorophore beobachtet werden
konnen. Mit einer Konzentration von etwa 0,1 — h@0des Farbstoffes und einem Volumen
von ca. 1 fL ist dies moglich. Rigler und Mitarleisetzten die Anforderungen um, indem sie
FCS mit der konfokalen Detektion kombinierten uonddss Hintergrundsignal unterdrtickten
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und das Observationsvolumen verringerten [108, .1@¥r Aufbau eines konfokalen

Mikroskops ist in Abbildung 1.13 und Kapitel 4.xn&uitert.

konfokales
Volumen

Probe /(
Objektiv I

Jeleskop Dichroid

\
-b Intensitatsspur

200

o
=]

Emissionsfilter —
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Intensitat
=]
o

o
o o

11 12 13 14 15 16 17
Zeit[s]
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GO = (SF () x 6F (£ + T) Y(F (1) }'2 ‘
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Abbildung 1.13: Schematischer Aufbau eines FCS Mikroskops. DidsBstsllt ein konfokales Mikroskop dar.
Das Objektiv fokusiert das Anregungslicht auf elaikes Volumen. Durch eine Lochblende in der Datekt
wird das konfokale Volumen definiert. Das Fluoreszggnal wird Uber eine APD detektiert und an eifR€h

weitergeleitet. Dort wird die Intensitatsspur aufgenmen und die Korrelationskurve 1 (durch die

Autokorrelation berechnet.

Die zeitaufgeldste Detektion der Fluoreszenz etfold einzelmolektlempfindlichen APDs,
deren Signal entweder direkt an eine Korrelatoekader an einen Computer weitergeleitet
wird. Hier wird die Fluktuation hinsichtlich ihre8tarke und Frequenz Uber eine zeitliche
Autokorrelation des aufgenommenen Intensitatssggreplantifiziert. Die Autokorrelation
vergleicht eine Kopie der Fluoreszenzintensitatsgpueinem versetzten Zeitpunkmit sich

selbst und stellt damit ein Mal3 fur die Selbstaitideit des Signals dar:
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GO =(FOXFE4+ D) )F())'2 - 1= (8F (1) x 8F (t+1) }/(F(1) )12 Gl. 8

F(t) steht fur die Fluoreszenzintensitat zum Zeitgut und F(t+ 1) flr die zum Zeitpunkt
t+1. Die Mittelung aller Werte Uber die Zeit t wird rdh die spitzen Klammer
gekennzeichnet. So resultiert aus der FluoresagkimfitiondF(t) die Anzahl der Molekile
die im zeitlichen Mittel durch das konfokale Volumdiffundieren. Hervorgerufen werden
diese Fluktuationen durch unterschiedliche Phanemdmbschung oder Bleichen der
Fluorophore andert die Intensitat des Signals abeh photophysikalische Vorgange wie ISC
in den Triplett Zustand oder Verschiebungen in édrsorptions- und Emissionsspektren
durch Konformationséanderungen. Ist die Anderung tElen Konzentrationdc im
effektiven Volumen () des Fokus die Ursache der Fluktuation, kannlséx die raumliche
Integration der Konzentrationsschwankunge(r) , gewichtete tUber eine Wahrscheinlich-

keitsfunktion®(r) ein Photon in VW zu detektieren, berechnet werden [110]:
GF(£) = [T ® ()dcr, tddr Gl 9

@(r), die Funktion ein Molekul zu detektieren (engllolecule Detection Function* — MDF),
ist zeitunabhangig [111]. Durch sie wird die Forndwas Volumen von ¢ charakterisiert,
welches angenahert wird mit einem Gausschen Eitpsd dem Radiug’e in der x-y-Ebene
und einer axialen Ausdehnung van

B ) S L

O(.y.2)=0e “& e = Gl. 10

a steht fur einen Vorfaktor der abhangig ist von leregungsintensitéat, von Verlusten durch
Filter und der Detektoreffizienz.
Aus dem Fickschen Gesetz konnen die Konzentratbmsmkungen abhangig von der

Diffusion beschrieben werden:

Gl. 11

Wird vorausgesetzt, dass nur eine Art von freiutiffierender Teilchen durchei/vorliegt,
kann mittels Fouriertransformation die AutokorrelasfunktionG(t) aus den Gleichungen 8,
9 und 10 berechnet werden [110, 112, 113]:

-1 =
m:ﬂ:m:u}(ul) (-1+ ’ )

To L:‘TD

Gl. 12
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Dabei ist G(0) die Amplitude beit =0 . Sie ist antiproportional zur Gesamtzahl der

:
FluorophoreN im Detektionsvolumen. FiN gilt ¥ = € Vers mit Vers = T2 @2 Zo ynd ¢

Konzentration. Die Grol3e des Laserfokus und demhhlsnde legen den Strukturparameter

In

wp fest. FUr das Volumen wird wie oben schon erwdintdreidimensionales Gauss-

1
Profil angenommen. Somit i¢s der radiale Abstand bei dem die Intensitat #irf
abgefallen ist uné@e entspricht dem axialen Abstand zur optischen AcHsesatzlich wird
die Beziehung (Einstein-Smoluchowski-Beziehung)soiven der lateralen Diffusionsz®it

und dem Aufbau unabh&ngigen Diffusionskoeffizierddeberucksichtigt:

[=13]

i
4

= Gl. 13

=

Entsprechend kbnnen bei bekannten Dimensionen®soundZs des Detektionsvolumens
aus Kalibrationsmessungen (fur ausfuhrlichere Besicbngen siehe [114]) die lokale

Konzentration an Fluoreszenzmolekilen aus der Aog®ivonG(0) bestimmt werden:

1 1
“O=m= Vers x () Gl. 14

Der Diffusionskoeffizient lasst sich einfach UbeleiGhung 12 und der durch die Auto-
korrelationsfunktion erhaltenen Diffusionsz&it ableiten.

Bisher wurde angenommen, dass sich die Eigenschaft@hrend das Fluorophor das
konfokale Volumen passiert, nicht andern. In vielfglen ist dies allerdings nicht der Fall.
Bei hoheren Anregungsleistungen zeigen die Farfieséih ,Blinken®. Die haufigste Ursache
dafur ist der Ubergang in den ersten angeregtepiefriZustand. Aus diesem benétigt das
Fluorophor langer um in den Grundzustand zurlcketuen. Wahrend dieser Dauer emittiert
es keine Photonen und erscheint dunkel. Dies fithdiner falschen Messung gegentiber den
tatsachlich im konfokalen Volumen vorhanden Fatfistolekilen.

Eine einfache Methode dieses ,Blinken* aufgrund glestophysikalischen Eigenschaften mit
in der Autokorrelationsfunktion in Betracht zu zehist, die Fluktuation beziglich der

Diffusion von der durch die Photophysikg%:{T)) zu trennen:

Grotat(T) = Xphoto (T) X Gpifp(T) Gl. 15
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Diese Trennung kann nur dann durchgefuhrt werdemwder Diffusionskoeffizient durch die
Reaktion (in diesem Fall die Photophysik) nichtibfesst wird [115, 116]. Das ,Blinken*

aufgrund des Ubergangs in den Triplett Zustand ki#imer einen einfachen exponentiellen
Abfall beschrieben werden:

T

erip:grrﬁ'] =1-T+Tx g Triplett Gl 16

T steht fur die Triplett-Anteil undrpier fur die Triplettzeit. Dies flihrt zu einer zuséathen

Schulter bei kurzen Zeiten in der Auto-Korrelatidisrve (Abbildung 1.14).

—FCS3D
—— FCS3DTriplett

o EETRY: . FCS3DAnomalie
1.0% :

| [Amplitude

7Y S RSP,

Korrelation G(t)

0.0 |y ;TTrip
1E-3 0,01 0,1 1 10 100
Zeit [ms]
Abbildung 1.14: Darstellung der Korrelationskurven fur verschiegldmpassungsmodelle. Der reziproke Wert
der Amplitude bet = 0 (1) gibt die Anzahl der Fluorophore an. Deiplatt-Anteil (15%) entspricht dem Anteil
an Fluorophoren die Aufgrund des Ubergans in depléfit-Zustand dunkel sindz, (0,01 ms) ist die Zeit bei
der der Triplett-Anteil auf ¥ abgefallen ist.tp (0,5 ms) ist die Diffusionszeit, welche beim halbe
Amplitudenwert (0,5) abgelesen wird. Fur das Modaiit Beriicksichtigung der Anomalie ist ein

Anomaliefaktor () von 0,7 gewahlt worden.

Durch Einsetzten der Gleichungen 12 und 16 in Gl.ethdlt man so die gesamte Auto-
Korrelations-Kurve fur frei diffundierende Farbdtaf

1
T -1 -
— T T 4
Groee@ = (1 - T4 T x eTo%) x 6(0) (1 ¥ r_) (1 ¥ —)

D k*tp Gl. 17

Das ,Triplett-Blinken“ kann auf jegliches photoplikalisches Phanomen bezogen werden
welches sich auf einer schnellen Zeitskala abspiell dazu fiihrt, dass ein Ubergang
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zwischen dem fluoreszenten (F) und dunklen (D) auststatt findet [117]. Entsprechend
kann Gleichung 16 allgemein ausgedrickt werden:

T

Xgiinken(@)=1- B+ BExe'8 Gl. 18

Tolg

. Tg = ; . . - £
Mit kp + kr: Relaxationszeit, wobei gilt &

k-]

D

Kp
B =
Und kp + kg Der durchschnittliche Anteil an dunklen Fluoropm

Wird allerdings die Bewegung der Teilchen auf eamelere Art und Weise beeinflusst, so

muss Gleichung 12 in einer allgemeinen Form ausgétwerden:

Gpirr(T) = 1 T ile WMD)
Di == (
Ff Vers (Zn:le)y Gl 19

Hier werden verschiede Moglichkeiten der Bewegureglitksichtigt und gemal ihrer
Emissionsrate gewichtet. Dabei muss der Beweguegs¥:(t) auf die jeweiligen Falle

angepasst werden. Einige Falle sind hier aufgefuhrt

1
M;(7) = I
T T 3\
1+— (14 ——
Freie Diffusion in drei Dimensionen: ( Tﬂﬁ')( FL‘TD.:') Gl.
20a
M;(r) =
Membrandiffusion in zwei Dimensionen: T, Gl. 20b
_(ﬂf

Aktiver Transport mit der Geschwindigkeit Mi(@@) =g ‘e Gl.20c

In Membranen und innerhalb von lebenden Zellen kanthen meisten Fallen nicht von der
idealen brownschen Diffusion ausgegangen werdengdesa man spricht stattdessen von

anomaler Diffusion. Die Bewegung der Teilchen istath zellulare Strukturen, einer hohen
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Dichte anderer Vesikel, Proteine und Teilchen undr dNechselwirkungen bzw.
unspezifischen Bindungen zu diesen beeintractigtzeigt die Diffusion auch starke lokale
Schwankungen [118-120]. Das Problem der anomaldfudibn ist bis jetzt noch nicht
komplett verstanden. Aus unterschiedlichen Grindsh die mittlere quadratische

Verschiebung nicht mehr direkt proportional zur tZ&ie hangt stattdessen vbdh ab,

folglich muss bei anomaler Diffusion in den Gleiolgen 20a, b und c der Tefpﬁm durch

T e
(ff-:nom:') ersetzt werden[121, 122]:

- T
{ré}oxit® = ——~(

a
) mit o =<1
Tp,i Tanem.i

Gl. 21

In diesem Fall kann der Diffusionskoeffizient nichehr auf konventionelle Weise definiert

= mg/ . . .. .
werden und es giﬁ“”"”‘*‘ 2l; wobeil: fur einen Transportkoeffizienten mit der

Einheit unf/s”, statt urf/s fiir den normalen Diffusionskoeffizienten, steht.

Bildgebende Diffusionsmikroskopie (DIFIM)

Die Aussagen die mittels der Fluoreszenz-KorretetidMikroskopie gemacht werden kénnen
sind auf einen sehr kleinen lokalen Bereich einigegsit. Es konnen Ergebnisse tber die
Konzentration und Uber Diffusionsprozesse gewomerden, allerdings nur im Rahmen der
Fluktuationen innerhalb des konfokalen Volumenst Wem Aufkommen der konfokalen
Laserscanning Mikroskopie (CLSM) stieg das Intezess der Biologie die aus der FCS
gewonnen Informationen mit dieser bildgebenden f#gchu vereinen. Der Ansatz FCS mit
einer Form von Abtasten (engl. ,scanning“) eineold®r (engl. ,Scanning-FCS* — sFCS) zu
kombinieren wurde mittels verschiedener Technikemwirklicht.

Weissmann et al. hat als Erster in den 70er JatieeMethode des sFCS genutzt. Er fuhrte
Messung der Fluoreszenzfluktuation innerhalb eW@smenelements, welches in einem aus
Plexiglas rotierenden Zylinder positioniert istyclu Damit ist es moglich Molekulargewichte
von Makromolekiilen wie der DNA aufgrund spontaneonkentrationsanderungen zu
bestimmen [123]. Spater wurde die CLSM mit der Meéthdes sFCS kombiniert. So war es
maoglich zusatzlich zu den zeitlichen Informationanch raumliche zu erhalten. Diese
Methode wurde Bild-Korrelations-Spektroskopie (enginage-Correlation-Spectroscopy” —
ICS) genannt [124]. Mit ICS lassen sich, durch ldarelation einzelner CLSM Bilder, die
Clusterdichte und der Grad der Aggregation bestimnhre der Variation der zeitlichen ICS
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(engl. ,temporal ICS* — TICS) ist es mdglich Ubenes Zeitserie von CLSM Bildern
Dynamiken zu extrahieren [125]. Sie eignet sich sehr langsame Diffusionsprozesse zu
Untersuchen. Diese mussen im Bereich von wenigdiiskkunden liegen, denn die Abtast-
Frequenz muss schneller sein als der Diffusiongs®z Bei der Diffusion von
Transmembranproteinen in der Membran ist das ddl. Pafgrund der benétigten
schnelleren Abtastrate wird allerdings die Aufligwon ICS gegeniiber der normalen CLSM
geringer. Eine Ubersicht der Verschiedenen Methodsm ICS findet sich in [126]. Eine
weitere Methode die Informationen der Dynamik mér dOrtsauflosung zu kombinieren
gelang Kuricheti et. al. [127]. Sie erstellten zaviensionale Geschwindigkeitskarten, indem
sie Geschwindigkeitsprofile in Mikrokanéalen aufnamm

Die Bildgebende Diffusionsmikroskopie (engl. ,Diffion Imaging Microscopy* — DIFIM)
stellt eine Methode dar, mit der FCS und FLIM konibit werden [128]. Die gleichzeitige
Bestimmung der Fluoreszenzlebensdauer im Intessigital macht es moglich Farbstoffe
von Hintergrundsignal in Zellen zu trennen. Mitshe Technik wird die Probe abgerastert
indem sie verfahren wird, wahrend das konfokaleuvf@n fix bleibt (Kapitel 4.3). So kbnnen
kleine Bereiche innerhalb der Zelle tUber einen &iszh schnell abgetastet und fir jeden
Bildpunkt eine eigene Korrelation berechnet werdenGegensatz zur ICS ist es so mdglich
auch sehr schnelle Diffusionen zu erfassen. Da diehPiezotische sehr genau ansteuern
lassen, konnen die Schrittweiten der Bildpunkter ddbin gewahlt und somit eine hohe
Auflésung erzielt werden. Die Methode erlaubt es Heterogenitaten der Diffusion in
unterschiedlichen Zellkompartimenten zu untersualh eine Diffusionskarte darzustellen,

welche die relativen Diffusionseigenschaften inadistdes abgetasteten Bereichs zeigt.

1.4 Zielsetzung

Die Grundlegende Aufgabe in dieser Arbeit ist esészenzspektroskopische Methoden zur
Messungen dynamischer Prozesse innerhalb der Zellaintersuchen. Das System an
welchem diese Untersuchungen durchgefuhrt wurdetieisJAK/STAT-Signalweg. Er stellt
einen der direktesten Kommunikationswege von egthalaren Signalen bis in den Zellkern
dar. Nach Aktivierung des Signalwegs findet ein@rBlokation des beteiligten STATSb
Proteins von der Zellmembran hin zum Zellkern staie Dynamiken des STAT5b Proteins
soll eingehender untersucht werden. Hierfur istazinst sicher zu stellen, dass eine geeignete
Markierung des Proteins gefunden wird. Es steheachedene Methoden der Markierung

von Proteinen in lebenden Zellen zu Verfugung ieRluoreszenzmarkierung von
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Proteinen). Zwei dieser Methoden wurden untersuaint) einen die Markierung mit einem
Fluoreszenzprotein (mCherry) fusioniert an STATSldl zum anderen die Fusion mit dem
SNAP-Tag. Die Markierung des SNAP-Tag mit dem =zgiipeabeln Farbstoff TMR-Star

wurde detailliert charakterisiert.

Es gibt verschiedene Mdoglichkeiten fluoreszenzneat&i Proteine in lebenden Zellen zu
untersuchen. Die FCS stellt eine etablierte Methtattedie Diffusion zu charakterisieren. Sie
wird verwendet, um in Punktmessungen innerhalbraatgéedlicher Zellkompartimente die
Diffusionseigenschaften verschieden behandeltersNi@oroblasten zu analysieren.

DIFIM ist eine Methode die es ermdglicht nicht e Diffusion in einem Punkt zu messen,
sondern in einem ausgewahlten Ausschnitt einer eganZelle eine Diffusionskarte

darzustellen. Damit wéare innerhalb einer kurzen ddeser die Darstellung von

Heterogenitaten innerhalb derselben Zelle mdglich.

Basierend auf der Technik von TIRFM sollen Bindwigenschaften des Proteins (STAT5b)
mit dem aktivierenden Rezeptor (EpoR) beobachtetdeve Hierfir werden mit einer

modifizierten Variante von TRIFM dem VA-TIRF Videosn Bereich der apikalen

Zellmembran aufgenommen und mit einer eigens dafiMatlab geschriebenen Software

analysiert.
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2 EXPERIMENTE UND ERGEBNISSE

2.1 Das Fusionsprotein STAT5b-mCherry in Maus Fibroblagen

Eine haufig angewandte Methode, um Proteine sigehifimit einem Fluoreszenzfarbstoff zu
markieren sind Fluoreszenzproteine, die mit derartersuchende Protein fusioniert werden.
In dieser Arbeit wurde STAT5b mit dem Fluoreszeormn mCherry kombiniert. Bei der
Transduktion der NIH3T3 Zelllinie mit STAT5b-mChgrwurde das Plasmid fur das Tet-
Induktions-System (Siehe Kap. 1.1) zusatzlich ie Aelle eingebracht, um die Expression
des Fusionsproteins steuern zu konnen (Kapitel. 4.pks in Abbildung 2.1 ist die
Epifluoreszenzaufnahme einer NIH3T3 Zelle gezeigilche das Protein STAT5b-mCherry
exprimierte.

Abbildung 2.1: Fluoreszenz (A)- und Durchlichtaufnahme (B) eindtH3T3 Zelle, in welcher das
Fusionsprotein STAT5b-mCherry mit Doxyzyklin expiért wurde.

Die Expression wurde mit 20 ng/ml Doxyzyklin Uberadkt induziert. Rechts in der
Abbildung 2.1 ist die zugehdrige Durchlichtaufnahralegebildet. Fir die Fluoreszenz-
aufnahme wurde als Anregung eine Quecksilberdampia mit einem fur mCherry
geeigneten Filtersatz (Texas Red, mCherry) verwemu mit einer auf 4°C gekihlten CCD-
Kamera detektiert.

Die Zelle ist homogen markiert. Im Bereich des Kaihs ist die Fluoreszenz intensiver, da
das Volumen der Zelle hier deutlich zunimmt und gam Zellkern mehr mCherry markierte
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STAT5b Proteine detektiert werden. Die homogenetéleng der Fluoreszenz zeigt, dass
sich das Protein sowohl innerhalb des Zytosolsath im Zellkern frei bewegen kann. In der
linken unteren Ecke der Durchlichtaufnahme istesil einer weiteren Zelle zu erkennen. In
diesem Bereich sind in der Fluoreszenzaufnahmehaterogen verteilte Punkte zu sehen.
Diese Punkte zeigen die Autofluoreszenz der Zdileum den Zellkern verteilt vorliegt, wie
in spateren Aufnahmen (Abbildung 2.12 E) noch dehgr zu erkennen ist.

Aufgrund der vorliegenden Daten konnte gezeigt eeyddass sich STATS5b durch das
Fusionsprotein mCherry markieren und mit fluoregm@iRroskopische Methoden abbilden
lasst. In den folgenden Kapiteln soll nun untersugarden, ob mCherry als Fluoreszenz-
marker fur Einzelmolekil-spektroskopische Methodere FCS und DIFIM (Kapitel 1.3)
geeignet ist.

Die Untersuchung der Diffusion von STAT5b-mChemylébenden NIH3T3 Zellen
mittels FCS

Die FCS-Messungen wurden an einem in der Gruppensigndig aufgebauten konfokalen
Fluoreszenzmikroskop durchgefiihrt (siehe Kapitg).Die Detektion des Fluoreszenzsignals
erfolgte Uber zwei APDs, welche direkt mit einerri&batorkarte verbunden waren. Das
Signal wurde mit einem 50/50 Strahlteiler auf beid®Ds aufgeteilt. So konnten

setupspezifische Artefakte bei der Kreuzkorrelatidas identischen Signals mit der

Korrelatorkarte vermieden werden.

0,020 Messung im Zytosol - unbehandelt B) 0.020- Messung im Zytosol - unbehandelt
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Abbildung 2.2: Fit der Korrelation einer FCS-Messung von STAT56Harry im Zytosol einer unbehandelten
NIH3T3 Zelle. Das Modell der griinen Anpassung Ajnhealtet Terme fur Triplett, Blinken und anomale

Diffusion, fur die rote Anpassung B) nur Blinkenduanomale Diffusion.
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In Abbildung 2.2 ist die Korrelation des STATS5b-ne2ty Signals im Zytosol einer lebenden,
nicht stimulierten und mit 20 ng/ml Doxyzyklin indierten NIH3T3 Zelle, deren
Fluoreszenz- und Durchlichtaufnahme in Abbildundl Zjezeigt ist, dargestellt. Die
Korrelation wurde mit zwei verschiedenen Modellemgepasst, um fest zu stelle welche
Terme fur die Anpassung notwendig sind und so digddation am besten beschreiben. Die
grine Kurve im Graph A) ist eine 3D Anpassung, welderme fur Triplett, Blinken und
anomale Diffusion beriicksichtigt. Die rote Kurve @raph B) bericksichtigt in der 3D

Anpassung nur das Blinken und die anomale Diffusion

Terme 3D Anpassung mit Tri_plett_, 3D Anpassung nur _mit Blinken
Blinken und anomale Diffusion und anomale Diffusion
Triplettzeit 0,00029 + 0,00062 [ms] -
Blinkzeit 0,619 + 0,409 [ms] 0,608 + 0,307 [ms]
Anomaliefaktora 0,4122 +0,1085 0,4232 +0,1055
Diffusionszeit 9,9557 £ 9,1964 [ms] 13,5731 £ 151Ims]

Tabelle 2.1: Werte mit Standardabweichung fur die AnpassungemKkorrelation von STAT5b-mCherry in
einer lebenden NIH3T3 Zelle.

Fur die 3D Anpassung mit Triplett, Blinken und araden Diffusion erhalt man 3
Relaxationszeiten, eine langsame mit ca. 10 ms, raittlere mit ca. 600 pus und eine schnelle
mit ca. 0,3 ps. Fur die 3D Anpassung ohne Triplett die mittlere Zeit ebenfalls bei ca.
600 ps und die langsame bei etwa 13,5 ms. Der Fakfiidr die anomale Diffusion liegt fur
beide Anpassungen bei ca. 0,4 (Tabelle 2.1).

Fur die Anpassung mit Triplett ist die Triplettze sehr kurzen Korrelationszeiten in den
Submikrosekundenbereich verschoben. Da die gedegauflosung der Korrelatorkarte mit
einer ,Lagtime® von 0,4 us nicht ausreicht um digplettzeit fir Fluoreszenzproteine zu
erfassen, ist der Wert der Anpassung von ca. 0jdgin$ aussagekraftig. Somit spielt die 3D
Anpassung mit Triplett, um die Triplettzeiten ziaten, in diesem Fall keine Rolle. Daher
ist die Anpassung, welche nur das Blinken und dienaale Diffusion bertcksichtigt in
diesem Fall besser geeignet, um die Diffusion lretelen Zellen zu beschreiben.

Zusatzlich ist im Graph zu sehen, dass die Koimidtir lange Zeiten nicht auf 0 abfallt. Das

ist in der Regel der Fall, wenn der Fluoreszenzerailweise gebleicht wird. Abbildung 2.3
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zeigt die Intensitatsspur eins Kanals fur das Espenzsignal tber 60 Sekunden, welches fur

die oben gezeigte Korrelation verwendet wurde.

754 Intensitatsspur STAT5b-mCherry im Zytosol - unbehandelt
70 1
< 654
T
=3
[0
©
< 604
i©
N
554
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Abbildung 2.3: Die Intensitatsspur des STAT5b-mCherry SignalsZmosol einer NIH3T3 Zelle tber 60
Sekunden.

In der Intensitatsspur ist zu erkennen, dass dasré$zenzsignal zu Beginn bei ca. 67,5kHz
liegt und wahrend der Messung kontinuierlich aufx¢§5kHz abféllt. Dieser Intensitatsabfall
(Photobleichen) ist die Ursache dafir, dass dierd{ation fur lange Zeiten nicht auf O
absinkt.

Das Bleichen des Fluoreszenzsignals fuhrt dazw di@sKorrelationskurve angehoben wird.
Dies wiederum hat ein Einfluss auf die Werte ddfu3ionszeit, die bei der Anpassung der
Korrelationskurve erhalten werden. Daher lasserh gsite Diffusionszeiten so nicht
zuverlassig bestimmen. Somit ist das Fusionspr@&iAT5b-mCherry nur bedingt geeignet,

um die Diffusionseigenschaften von STAT5b zu chiamagieren.

Diffusion von STAT5b-mCherry mittels DIFIM

Im Gegensatz zu den Punkt-FCS Messungen mit dererDiffusion in einem Punkt

innerhalb der Zelle gemessen wird, ermdglicht DIFIM Diffusion eines ganzen Ausschnitts
einer Zelle zu vermessen (Kapitel 1.3 und 4.3)rfidrevurde derselbe Aufbau, wie fur die in
Kapitel 2.1.1 durchgefuihrten FCS Messungen verwerdierdings waren die APDs nicht an
die Korrelatorkarte angeschlossen, sondern an ategtherte Einzelphotonenzéhl (engl-

»Time-correlated single photon counting” — TCSPGen. Die Fluoreszenz wurde von den
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APDs detektiert und mit den TCSPC-Karten nach ddFOF(first in first out) Prinzip
aufgenommen. Das Auslesen der Karten erfolgte nmérezuvor in der Arbeitsgruppe
entwickelten Software in LabView (Kapitel 4.4). Bes wird anschlieend auch fir die
Analyse der Scans verwendet. Abbildung 2.4 zeigt Eligebnisse einer DIFIM Messung
einer lebenden NIH3T3 Zell.

Die Epifluoreszenz- und Durchlichtaufnahme (2.4 AduB) wurden mit der an das
Mikroskop angebrachten CCD-Kamera vor der DIFIM Blew und eine Epifluoreszenz-
aufnahme nach der Messung (2.4 C) durchgefiihrt s{@liongen siehe 4.xx). Die
Belichtungszeit — in diesem Fall 150ms — fir diedfészenzaufnahmen vor und nach der
DIFIM Messung waren identisch. In A) ist sehr guterkennen, dass eine Zelle sowohl im
Zellkern als auch im Zytosol homogen gefarbt istder Durchlichtaufnahme B) sind zwei
weitere Zellen zu sehen, die STAT5b-mCherry niclxprienieren und damit keine
Fluoreszenz in Abbildung 2.4 A) zeigen. Da der gmible” Tet-On Promotor Uber die
Transduktion mittels viralen Partikeln ohne Antiitkaresistenz in die Zellen gebracht wurde
(Kapitel 4.1), uberleben auch die Zellen in Kultdie den Promotor nicht mehr besitzen und
somit nach Induktion mittels Doxyzyklin kein STATBCherry mehr exprimieren (Kapitel
4.1). Fur die DIFIM Messungen wurden die ZellenekBV ausgewdahlt und nur solche
gemessen, die Fluoreszenz zeigten. In der Aufna@iimist die Fluoreszenz des STAT5b-
mCherry in der Zelle nach der DIFIM Messung zu selfafgrund des Photobleichens von
mCherry ist im Zellkern keine Fluoreszenz mehr ékeenen und im Zytosol nur noch sehr
schwach.

Um die Diffusion bzw. Diffusionsanderungen des SBATProteins nach Stimulation des
JAK/STAT Signalweg tber DIFIM Messungen zu bestimmeéarf der gesamte Scan eine
Messdauer im einstelligen Minutenbereich nicht &blereiten. In der Software ist es
entsprechend moglich die Pixelgré3e, die Verweddaler Probe im Fokus pro Pixel und die
gesamte GrolRe des zu scannenden Bereichs freitdenwvdn diesem Beispiel wurde fur die
Pixelgrof3e 100 nm gewahlt. Die Verweildauer war 50 ms pro Pixel eingestellt und der
gesamte gescannte Bereich war 12 x 4 um grof3 (Reebteck in Abbildung 2.4 A). Damit

betrug die gesamte Messdauer fir diesen Scan 8téhinu
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Abbildung 2.4: DIFIM Messung einer NIH3T3 Zelle, die das Fusionspro&litT5b-mCherry exprimiert, mit
DIFIM. A) die gesamten Zelle vor der Messung, B) diugehorige Durchlichtaufnahme. C) ist die
Fluoreszenzaufnahme nach der DIFIM Messung. Da&sRethteck in A) stellt den gescannten Ausschaitt d
a) zeigt die Fluoreszenzintensitat wahrend dessSd¢gnc) und d) jeweils die Diffusionszeit, Amplite und das
Chi? der Anpassung an die Korrelation der einzelnerlRies Scans nach der Auswertung mit der eigeris daf
geschriebenen Software.

Um innerhalb der Verweildauer von nur 100 ms praePigenigend Photonen fir eine
Korrelation zu erhalten, muss zum einen die Lasemsitdt zur Anregung hoch sein — in
dieser Messung waren es 100 uW vor Einkopplungas @bjektiv — und zum anderen die
Anzahl der fluoreszierenden STAT5b-mCherry Protemd-okus sehr hoch sein. Es wurde
daher eine Doxyzyklinkonzentration von 20 ng/ml bl um eine ausreichend hohe
Expression des STAT5b-mCherry Proteins zu garaattier

Abbildung 2.4 a) zeigt die Fluoreszenzintensité BéFIM Scans. Der gescannte Ausschnitt

wurde so in der Zelle positioniert, dass ein Tes dellkerns, des Zytosols, der Zellmembran
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und ein kleiner Bereich aufRerhalb der Zelle bernibitg ist. Fur den kleinen schwarzen
Bereich links oben in Abbildung 2.4 a) konnte digft®are die Fluoreszenzintensitat nicht
auslesen. Rechts im Bild ist der Bereich aufRerli®b Zelle in dem keine Fluoreszenz
detektierbar ist. Die Abbildungen b), c¢) und d)gesi die von der Software analysierten
Ergebnisse.

In b) ist eine Karte der Diffusionszeiten pro Pixirgestellt, in welcher die Software ein
vereinfachtes 2D Modell fir die Anpassung anwend®é vereinfachte 2D Anpassung
bertcksichtigt keine zusatzlichen Terme wie TriplBtinken oder anomale Diffusion. Da der
unterschied in den Diffusionszeiten gegeniber depassung mit den erweiterten Termen
gering ist und die relativen Zeiten zueinander kehgar bleiben, ist mit dem 2D Modell die
die Analyse in erheblich geringerer Rechenzeit mtigiDie Diffusionszeiten variieren von
0,1 bis 10 ms. Entlang der Zellmembran liegen dituBionszeiten bei 10 ms, innerhalb der
Zelle liegt eine heterogene Verteilung der Diffusipeiten vor. Fir schwarze Pixel konnte
keine Diffusionszeit, entsprechend Amplitude, b@hi* bestimmt werden.

In dem Bild fur die Amplitude der Anpassung c) said Amplituden der einzelnen Pixel mit
< 0,1 sehr klein. Im Bereich der hohen Fluoreszdangitat ist die Amplitude mi 0,01 am
niedrigsten, was einer Anzahl von tUber 100 STATSDherry Molekllen im konfokalen
Volumen bedeutet. Bei der Zellmembran und im umtdBereich des Scans ist der Wert mit
< 0,05 etwas hoher.

Die Abbildung 2.4 d) gibt das reduzeirte &ielches fiir die Giite der Anpassung steht, pro
Pixel wieder. Mit Werterx 0,4 ist das reduzierte CHiir die Anpassungen an die Korrelation
pro Pixel klein.

Um in einer mdglichst kurzen Zeit von 10 Minuten einen Ausschnitt einer Zelle mittels
DIFIM zu scannen ist es notig die Parameter an @renzbereiche wie einer hohen
Konzentration an Fluoreszenzmolekilen (STAT5b-m@hehohe Laserleistung und kurze
Verweildauern pro Pixel zu bringen. Unter diesendiBgungen wird die Analyse der
Messdaten ungenau. Daher ist in diesem Fall dies#gekraft eines DIFIM Scans kritisch zu

betrachten.

2.2 Verwendung des SNAP-Tag zur spezifischen Markierung

Eine weitere Methode, um spezifische Fluoreszenzierangen zu erreichen ist die Nutzung
des SNAP-Tags. Der Tag wird an das zu untersuchdhdéein fusioniert und kann

funktionalisierte Fluoreszenzfarbstoffe kovalennhdsn. Hinzu kommt der Vorteil einen
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gewinschten Farbstoff zu funktionalisieren und dgoe eVielzahl an verschiedenen

Farbstoffen zur Markierung nutzen zu kénnen.

Im Falle des SNAP-Tags, fur dessen Bindungsmechasisder Farbstoff mit einer BG-

Gruppe funktionalisiert wird (s. Einleitung 1.2)eigt das Guanin die Eigenschaft einige
Farbstoffe erheblich zu l6schen. Dies stellt beetigder spezifischen Markierung einen
zusatzlichen Vorteil dar. Nicht gebundene Farbstdifgen in der Probe als geléschte BG-
Substrate vor und tragen wenig bis fast gar niobihmzur Fluoreszenz bei. In Abbildung 2.5
sind die soeben aufgefiihrten Eigenschaften an diaser-Scanning-Mikroskopie (LSM)

Aufnahme gezeigt (Einstellungen in Kapitel 4.7)eBirobe ist ein fixierter Hirnschnitt einer
Maus in dem Synaptophysin (ein Protein in Vesikelder Calyx von Axonen) mit eGFP und
SNAP-Tag fusioniert wurde. Sie wurde, in Zusammiee@rmit der Arbeitsgruppe von

Thomas Kuner am Institut fir Anatomie und Zellbgik der Universitat Heidelberg, von

Christian Kempf prapariert.

Abbildung 2.5: LSM Aufnahme eines fixierten Hirnschnitts eineriaZu sehen ist Synaptophysin — fusioniert
mit eGFP und SNAP — in der Calyx. A) Die Aufnahme griinen eGFP Kanal, B) im roten SNAP-Atto700
Kanal und C) die Uberlagerung beider Kanale. Mdf¥ttalken 5 pm.

Die Aufnahme A) in Abbildung 2.5 zeigt die Fluoresz von eGFP bei einer Anregungs-
wellenlange von 488 nm und die Detektion mit PMii®inem Emissionsfenster von 500 —
580 nm. In B) ist die Fluoreszenz von Atto700 zhese Die Anregungswellenlange welche
zur Anregung von Atto700 verwendet wurde, liegt 68D nm. Das Detektionsfenster der
PMT lag zwischen 715 und 800 nm. In Abbildung 2.p besteht ein deutlicher Kontrast
zwischen Fluoreszenzsignal und Hintergrund. Der n@rdir den deutlichen hoheren
Hintergrund in B) ist, dass der Schnitt nach denmbé&@a mit BG-Atto700 nicht gewaschen
wurde und daher noch ungebundener und damit zwasdadweer, aber nicht komplett dunkler

Farbstoff in der Probe vorliegt. Dennoch lasst diles intensivere Fluoreszenzsignal des
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gebunden Farbstoffs gut vom Hintergrund untersehreidDie Uberlagerung der beiden
Kanale — die gelben Regionen —in Aufnahme C),tzeautlich die Ubereinstimmung des
grinen eGFP mit den intensiv fluoreszierenden Reggiom roten Atto700 Kanal.

Wie oben gezeigt, lasst sich das SNAP-Tag Fusiotsipr in fixierten Proben mit BG-

Substraten farben. Um Diffusion oder Bindungserisgm von dem Protein STAT5b in
lebenden Zellen zu untersuchen, ist es erfordefkstzustellen, ob BG-Farbstoffe auch in

lebenden Zellen das SNAP-Tag Fusionsprotein maki&onnen. Hierfir wurden lebende

NIH3T3 Zellen, welche das Fusionsprotein STAT5b-$N&xprimieren, mit verschiedenen
Konzentrationen an BG-Atto633 Farbstoff inkubietiebe 4.6).

Abbildung 2.6: Lebende NIH3T3 Zellen inkubiert mit BG-Atto633. Ahd B) Expression von STAT5b-SNAP
mit 50 ng/ml Doxyzyklin induziert und Inkubation #) mit 5 uM und in B) mit 0,2 uM Farbstoff. In @ird
kein Protein exprimiert und mit 5 uM Farbstoff itdiert. Mal3stabsbalken betragen 20 um.

In Abbildung 2.6 A) werden die Zellen mit einer Bstoffkonzentration von 5 pM inkubiert.
Die Farbung zeigt eine punktférmige Markierung dellen ausschlie3lich um den Zellkern
lokalisiert. In B) ist ein vergleichbares Muster gahen, allerdings mit einem deutlich
geringern Fluoreszenzsignal als in A). Dies istname erwarten, da die Inkubation der Zellen
in B) mit 0,2 uM BG-Atto633 viel geringer ist als A). In C) wird der Farbstoff mit der

gleichen Konzentration wie in A) inkubiert. Das M&rungsmuster ist das gleiche wie in
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Abbildung 2.6 A), auch mit der gleichen Signalirdiééit. Jedoch wurde in dieser Probe kein
Fusionsprotein exprimiert. Eine Vielzahl weitereG#arbstoffe wurde, beztglich ihrer

Moglichkeit mit dem SNAP-Tag des Fusionsproteinseagieren, getestet:

Farbstoffsubstrat | Inkubations-Konzentration [uM] |Ze llpermeabilitat
BG-Atto550 1 -
BG-Atto620 3 -

BG-AttoRho14 1 -
BG-MR121 2,5 -
BG-Atto633 5und 0,2 -

BG-Atto647N 1 -

BG-AttoOxal2 1 -
BG-Atto700 0,5 -
TMR-Star 2,5,1,0,1und 0,05 +

Tabelle 2.2:Die Verwendeten BG-Substrate um STAT5b-SNAP exjgriemde NIH3T3 Maus Fibroblasten zu

Markieren mit der Farbstoffkonzentration, welche mkubation benutzt wird.

Alle BG-substrate zeigten jedoch das gleiche unfpelae punktférmige Muster um den
Zellkern und sind somit zur Markierung des Proteimtht geeignet (Abbildungen 6.1 — 6.6).
Mit TMR-Star ist dennoch ein Farbstoffe gegebem, lul# Inkubation der Zellen sowohl im
Zytosol als auch im Zellkern dem SNAP-Tag des Fuspooteins frei zur Bindung vorliegt.
In den nachsten Kapiteln wird dargestellt unter chweh Bedingungen eine spezifische

Markierung fir Einzelmolekiil-spektroskopische Uatexhungen mdéglich ist.

2.3 Markierung des STAT5b-SNAP Proteins in lebenden NIRBT3 Zellen

Um quantitative Aussagen uber die Diffusion von §BB-SNAP innerhalb lebender Zellen
treffen zu konnen, musste zunachst sichergesteditden, dass die Markierung des
Fusionsproteins mit TMR-Star spezifisch ist. Nurisbes moglich die Beobachtungen der
Fluoreszenz direkt mit der Lokalisation des Prateru korrelieren. Hierflr stellten sich

folgende Fragen: Lasst sich die Expression desoRsgroteins steuern? Wie hoch ist die
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optimale TMR-Star Konzentration? Bindet der Farfisspezifisch an das Fusionsprotein?

Diese Fragen wurden in den folgenden Experimentégrsucht.
TMR-Star Konzentration und Auswaschen des ungemerd€&arbstoff

Im folgenden Kapitel wird das DiffusionsverhalteanvTMR-Star in die Zellen hinein und

aus den Zellen heraus untersucht. Dafur wird distaffkonzentration mit der die Zellen

zum Markieren inkubiert werden variiert und geteste und wie oft das Waschen der Zellen
notwendig ist.

Wie schon in der Einleitung erwéhnt, wird STATS5btndem Fusionsprotein SNAP

exprimiert. So kann sichergestellt werden, dassilewnur ein Protein mit maximal einem

Farbstoffmolekul — in diesem Fall TMR-Star — kovdlgebunden ist. Der Farbstoff TMR-

Star ist zellpermeabel, d.h. er diffundiert dureé dell- und auch durch die Kernmembran.
Damit ist er in der gesamten Zelle frei zugangliklapitel 1.2). Um zu gewahrleisten, dass

mdglichst alle Proteine markiert sind, wird dert&off im Uberschuss zugegeben.

A

[o8Y
e S

SEsaa

Abbildung 2.7: Fluoreszenzaufnahmen von NIH3T3 Zellen. A) Behangdlder Zellen mit Doxyzyklin zur
Expression von STAT5b-SNAP, markiert mit 2,5 uM Bbsoff (TMR-Star). In B) wurde ebenfalls mit 2,5 uM
Farbstoff inkubiert, wobei kein Protein exprimiavurde. In C) wurde weder Protein exprimiert, noch m
Farbstoff inkubiert. D), E) und F) sind die jeweidlazugehérigen Durchlichtbilder. Die MaRstabsbalyetmagen
20 pm.
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Uber das Tet-Induktions-System (Kapitel 1.1) Ia@ssh nicht direkt abschatzen, wie hoch die
Konzentration an exprimiertem Protein ist. Daherrdeu zum Markieren zunachst die
Farbstoffkonzentration mit 2,5 uM so gewahlt, wie sls Minimum im Protokoll des
Herstellers empfohlen wird. Nach Inkubation mit TABRar und Waschen der Zellen (s. 4.6)
ist zu erkennen, dass alle Zellen fluoreszierelerdihgs in unterschiedlicher Intensitat und
Struktur (Abbildung 2.7). In Abbildung 2.7 A) erk&man, dass eine Zelle homogen geféarbt
ist, wobei eine intensiv fluoreszierende, punkggrtiMarkierung innerhalb des gesamten
Zytosols Uberlagert ist. Im Zellkern ist die Mankiag, bis auf die Kernkdrperchen, ebenfalls
homogen. Die intensive punktartige Markierung lasgst Frage aufkommen, ob die
Markierung spezifisch ist. Um dies zu testen, warde Zellen auf unterschiedliche Art und
Weise markiert. Die Aufnahme B) in Abbildung 2.7igteZellen, welche mit der gleichen
Konzentration an Farbstoff wie in Aufnahme A) inkerb und gewaschen wurden, allerdings
wurde kein Doxyzyklin zugegeben und damit auch Kg&iatein exprimiert. Die Fluoreszenz
zeigt ein punktférmiges Muster, ahnlich wie in detle in Abbildung 2.7 A). Jedoch fehlt die
homogene Markierung im Zytosol und Zellkern. In Abdbng 2.7C) ist die
Fluoreszenzaufnahme von einer Zelle zu sehen, wddeim Protein exprimiert und auch nicht
mit Farbstoff inkubiert wurde. Hier ist eine schWwagc punktartige Fluoreszenz, die nur um
den Zellkern lokalisiert ist, zu erkennen. In deafahmen A) und B) der Abbildung 2.7
wurden PMTs als Detektoren benutzt und in C) APARDs sind sensitiver als PMTs, daher
lasst sich auch eine sehr schwache Fluoreszenktidet®. Entsprechend ist die Fluoreszenz
in Abbildung 2.7 C) als deutlich geringer, im Verigh zu Abbildung 2.7 A) und B),
einzuschatzen. Bei dieser geringen Fluoreszenzeftaes sich um die Autofluoreszenz der
Zelle.

Die Aufnahmen A), B) und C) in Abbildung 2.8 zeigemeils die Markierung der Zellen, die
mit 1000, 100 und 50 nM TMR-Star gefarbt wurden. diben Aufnahmen wurde das
Fusionsprotein zuvor durch Stimulation mit 20 ngaxyzyklin exprimiert. Die Detektion
erfolgte in den Abbildungen 2.8 A) durch PMTs umd2.8 B9) und C) Uber APDs. Das
Muster der Farbung in Aufnahme 2.8 A) ist mit demtogenen Farbung der gesamten Zelle
und der Uberlagerung einzelner intensiver fluomszider punktartiger Stukturen, ahnlich
dem in 2.7 A). In den Aufnahmen 2.8 B) und C) fdlits punktartige Muster weg und es ist
nur noch die nahezu homogene Farbung der gesarsetenzzi erkennen, sowohl im Zytosol

als auch im Zellkern, mit Ausnahme der Kernkdrperch
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Abbildung 2.8: Fluoreszenzaufnahmen von TMR-Star markiertem STASBIAP in NIH3T3 Zellen. Mit
Farbstoffkonzentrationen von 1 pM in A), 100 nM B) und 50 nM in C). D) — F) die dazugehorigen
Durchlichtbilder. Die Mal3stabsbalken betragen 20 pm

Das Muster der Fluoreszenz der Zellen bei hoherz&woinationen von 2,5 und 1 puM TMR-

Star unterscheidet sich deutlich von der homogéiégghbung der Zellen bei der Verwendung
von niedrigen Farbstoffkonzentrationen von 100 &@chM.

Neben der Untersuchung der zu verwendenden Faiamtaentration missen gegebenenfalls
noch Waschschritte in Betracht gezogen werden. libhes zu gehen, dass kein freier
Farbstoff mehr in den Zellen vorliegt, muss klatgiiswerden, dass sich nicht gebundener
Farbstoff komplett aus der Zelle waschen lasstrfttievurden Fluoreszenzaufnahmen von
Zellen nach den jeweiligen Waschschritten gematibtmit Farbstoff inkubiert wurden aber

STAT5b-SNAP nicht exprimieren.
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Abbildung 2.9: Inkubation der Zellen mit 50 nM TMR-Star und dnlge3end einmaligem Waschen mit
DMEM ohne Phenolrot. A) Ein Scan Uber mehrere 2¢lB) zeigt das dazugehérige Durchlichtbild. C) Ein
vergrof3erter Scan der zentralen Zelle aus Bild Ad&s entsprechende Durchlichtbild.

In Abbildung 2.9 wurden die Zellen nach der Inkutatmit 50 nM TMR-Star einmal mit
DMEM ohne Phenolrot gewaschen. Bild A) zeigt eilssan tUber das gesamte Sichtfeld von
mehreren Zellen die alle das gleiche Farbemustéerhalm Zytosol ist eine geringe
Fluoreszenz zu sehen, wobei die Fluoreszenzinérbiekt um den Zellkern leicht zunimmt,
was sehr gut in der Aufnahme C) zu erkennen istyafther die mittlere Zelle aus Bild A)
vergroRert gescannt wurde. Weiterhin ist im gesarktmtergrund eine leichte Fluoreszenz
zu detektieren, die Uber der des normalen Rauscten®etektoren liegt. Bereits nach
zweimaligem Waschen, wie in Abbildung 2.10 A) und(@rgroéRerter Scan) zu erkennen ist,
fallt die Fluoreszenz deutlich ab. Sowohl innerhddy Zellen, in denen nur noch leichte
Fluoreszenz direkt um den Zellkern erkennbar i$$. sich der gesamte Hintergrund, dessen
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Fluoreszenz nur noch eine geringe Intensitat haiclve kaum Uber der des normalen
Rauschens der Detektoren liegt.

A ¥
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Abbildung 2.10: Inkubation der Zellen mit 50 nM TMR-Star und anmigefiendzweimaligem Waschen mit
DMEM ohne Phenolrot. A) Ein Scan Uber mehrere ZelR) zeigt das dazugehdorige Durchlichtbild. C) Ein

vergréRerter Scan der zentralen Zelle aus Bild®\)dlas entsprechende Durchlichtbild.

Die Aufnahmen der Abbildungen 2.9 und 2.10 zeigtass es notig ist die Zellen vor den
Messungen mehrmals zu waschen. Weiterhin wird alealtlich, dass es moglich ist die
Zellen zu waschen und freien, ungebundenen Fafbatefzuwaschen. Die verbleibende
geringe Fluoreszenz innerhalb der Zellen ist dietoAuoreszenz. Ein Vergleich der

Aufnahme aus Abbildung 2.10 C) mit der aus Abbilglud12 E) in der kein Farbstoff

inkubiert wurde zeigt, dass die Fluoreszenzintétesit gleich sind. Die Zellen wurden in den
folgenden Experimenten entsprechend mindestensndregewaschen um sicherzugehen,
dass jeglicher ungebundener Farbstoff ausgewasshelVeiterhin wurden Waschschritte
uber viermal hinaus vermieden. Die Scherkréfte ltbem Waschen auf die Zellen wirken
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fuhren dazu, dass sie ihre Adhasion verlieren werdahtsprechend kreisformig aussehen und
an der Zellmembran so genannte blaschen bildensiclekomplett ablosen.
Das so erfolgreich etablierte Waschprotokoll wird sn Folgenden fur alle weiteren

Experimente angewendet.
Regulation der Expression des Fusionsproteins

Neben der Konzentration des Farbstoffs, um dasoRsprotein in den Zellen zu markieren,
ist fur Einzel-Molekil-Fluoreszenz Experimente nomithtig die gesamte Fluoreszenz auf
einem niedrigen Niveau zu belassen. Die Intengiin Uber die Menge des exprimierten

Fusionsproteins gesteuert werden.

A B C D

Abbildung 2.11: NIH3T3 Zellen mit TMR-Star (50 nM) markiertem STBB-SNAP bei Zugabe
unterschiedlicher Doxyzyklinkonzentrationen zur Eegsion. In A) 50 ng/ml, in B) 100 ng/ml, in C) 266/ml
und in D) 500 ng/ml. E — H zeigen die jeweils dagudyigen Duchlichtaufnahmen. Die Maflstabsbalken
betragen 20 pm.

Mit dem Tet-Induktions-System (Kapitel 1.1) wirdediMenge des Proteins uber die
Konzentration von Doxyzyklin festgelegt. Es indukiekonzentrationsabhangig die
Expression von STAT5b-SNAP.

In Abbildung 2.11 ist eine Konzentrationsreihe ggizeDie Expression wurde mit 50, 100,
200 und 500 ng/ml Doxyzyklin induziert. Von 50 b2)0 ng/ml Doxyzyklin steigt die
Fluoreszenz innerhalb der Zelle an. Bei einer Katragion von 500 ng/ml, in Aufnahme D)

zu sehen, sind zwei Zellen markiert. Zum einediistFluoreszenz-intensitat in beiden Zellen
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unterschiedlich und zum anderen zeigt die intengjearbte Zelle keine hdhere Fluoreszenz
als die Zelle in Aufnahme C, welche mit 200 ng/naixizyklin induziert wurde.

Daraus kann geschlossen werden, dass mit etwad@0 Doxyzyklin die hochstmaogliche
Expression erreicht ist und dass sich die einzefiedien innerhalb derselben Probe beziglich
der Expression heterogen verhalten. Dennoch zé&gKdnzentrationsreihe der Expression
des Proteins, dass sie auf einen eingegrenztericBekentrollierbar ist. Fur die weiteren
Experimente wird demnach eine Doxyzyklinkonzenitrtimn 20 ng/ml verwendet, um eine

geringe Expression zu erzielen.

Spezifische Markierung des STAT5b-SNAP in Maus élibasten

Wie zuvor gezeigt lasst sich die Expression dedelr® Uber das Tet-Induktions-System
(Kapitel 1.1), der stabil in die NIH3T3 Zellen eglgacht ist, kontrollieren.

Die Markierung erfolgt Uber den zellpermeablen Bati TMR-Star, welcher eine kovalente
Bindung mit SNAP am Fusionsprotein eingeht und hlesi@end Uberschissiger ungebun-
dener Farbstoff ausgewaschen wird. Da STAT5b-SNa¢h iExpression im Zytosol vorliegt
und das Protein frei zwischen dem Zellkern und déytosol pendeln kann, wird eine
homogene Farbung der Zellen erwartet.

In Abbildung 2.12 wird ein Vergleich unterschietllidbehandelter Zellen gezeigt. Im
Fluoreszenzbild der Zelle die STAT5b-SNAP exprimignd mit 50 nM TMR-Star markiert
wurde (Bild A), ist zu erkennen, dass die gesangileefarbt ist. Die Fluoreszenz im und
unmittelbar um den Kern herum ist hdher als zuldenellipodien hin. Dies liegt daran, dass
die Zelle im Bereich um den Kern herum deutlichkdicist als an den Randern. Demnach
liegen hier mehr markierte Proteine vor, wodurcbhabei einem konfokalen Scan in diesem
Bereich eine hohere Fluoreszenz detektiert wird.

In der Aufnahme bei welcher den Zellen kein Doxyzykzur Expression des Proteins
STAT5b-SNAP zugegeben wurde, sondern nur mit 50TWR-Star inkubiert (Bild C), ist
eine punktférmige, geringe Fluoreszenz in einemeanBereich um den Kern herum zu
sehen. Wobei im Kern selbst und in der PeripheeieZtllen kein Fluoreszenzsignal, bzw.

nur Rauschen der Detektoren zu detektieren ist.
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Abbildung 2.12: A) Fluoreszenzbild TMR-Star (50 nM) markierter N\iH3 Zellen welche STAT5b-SNAP mit
20 ng/ml Doxyzyklin Gber Nacht exprimierten. C) &taszenzaufnahme von Zellen ohne Doxyzyklin, aber
Inkubation mit TMR-Star (50 nM). E) Fluoreszenzalime der Zellen ohne Doxyzyklin und ohne TMR-Star.
B), D) und F) die jeweils zugehdrige Durchlichtaaiime. Maf3stabsbalken betragen 15 pm.
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Die Aufnahme der Zellen ohne Doxyzyklin und ohné&ulpation mit TMR-Star (Bild E),
zeigen dieselbe Fluoreszenzverteilung wie die AahleBild C).

Die identische Fluoreszenzverteilung der Aufnahi@eimd E zeigt, dass TMR-Star, welches
nicht an STAT5b-SNAP bindet, vollstandig aus denlefe herausgewaschen wird. In
Aufnahme A hingegen, nach Expression des Protawdsinkubation mit TMR-Star, ist die
Fluoreszenz innerhalb der gesamten Zelle zu detekti Aus diesen Beobachtungen lasst
sich schlie3en, dass die Markierung des FusionrspSTATS5b-SNAP spezifisch erfolgt.

Funktionalitat von markiertem STAT5b-SNAP

Nachdem in den vorherigen Abschnitten (2.1.1 —32.hezeigt werden konnte, dass die
murinen Fibroblasten spezifisch markiert wurdetinis noch zu klaren, ob das Protein nach
der Stimulierung mit Epo in den Zellkern kommt watt akkumuliert (Kapitel 1.1).

Abbildung 2.13: A) Scan einer NIH3T3 Zelle die STAT5b-SNAP mit 2¢/ml Doxyzyklin exprimiert, mit
50 nM TMR-Star markiert und mit 40 U Epo fir 1 Sdenstimuliert wurde. B) VergroBerte Aufnahme der
rechten Zelle aus A in der sehr gut zu erkennerdésts die Fluoreszenzintensitat im Zellkern viihdr ist als

im Zytosol. C) und D) sind die jeweils dazugehonid@urchlichtaufnahmen.
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Die Aufnahme A) in Abbildung 2.13 zeigt zwei Zellendenen das mit TMR-Star markierte
STAT5b-SNAP hauptsachlich im Zellkern vorliegt. Diavor fur mindestens 3 Stunden in
DMEM ohne Serum inkubierten NIH3T3 Zellen wurdeBtunde vor dem Scan im Inkubator
mit 40 U Epo stimuliert. Wie in 1.1 erlautert, dinsgert STAT5b nach Stimulierung und es
erfolgt die Transduktion in den Zellkern, wo esdas Zielgen bindet. Der Transport aus dem
Zellkern heraus dauert langer, somit akkumuliedg Beotein im Zellkern. In Abbildung 2.13
B) ist ein vergro3erter Scan eines Teils der reci@elle aus Abbildung 2.13 A) zu sehen.
Hier ist deutlich zu erkennen, dass die intensilteeszenz ausschlief3lich innerhalb des
Zellkerns vorliegt und gut von der geringeren Faszienz im Zytosol zu unterscheiden ist.

In Abbildung 2.14 ist der zeitliche Verlauf des &ilaszenzanstiegs im Zellkern einer zuvor in
DMEM ohne Serum inkubierten und anschlieBend stertein Zelle gegeniiber dem einer
nicht stimulierten Zelle aufgetragen.
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Abbildung 2.14: Fluoreszenzintensitat im Zellkern von Zeitseri&@i60 min mit einem Scan pro Minute von
NIH3T3 Zellen. Die Zellen exprimieren STAT5b-SNARelches mit TMR-Star markiert wurde. Der schwarze

Graph zeigt die Intensitat einer unstimulierten dedrote Graph einer mit 20 U/ml Epo stimuliertl&e

Nach Zugabe von 20 U/ml Epo zum Zeitpunkt O wurd@et0 Minuten jede Minute ein Scan
der gesamten Zelle durchgefiihrt. Aufgetragen igt Eiuoreszenzintensitat relativ zum
Startwert innerhalb eines ausgewahlten Bereich&elikern (siehe Anhang 6.2). Da sich die
lebende Zelle wahrend der Aufnahmezeit von einend& bewegt, ist fur die einzelnen Scans
nicht der identische Teil des Zellkerns in der augdhlten Region. Daher unterliegt der
Fluoreszenzanstieg sehr hohen Schwankungen. Densioklar zu erkennen, dass sich die

Fluoreszenzintensitat wahrend der einen Stundeahdzu das Doppelte erhoht.
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Die Intensitatsspur aus einem Bereich im Zellkemere Zelle, die nicht stimuliert wurde,
zeigt keinen Fluoreszenzanstieg. Wie fir die stientd Zelle, ist auch hier die Schwankung
der Fluoreszenzintensitat tber die Aufnahmezeiteioar Stunde hoch.

Die Akkumulierung und damit der FluoreszenzansiiegZellkern von Epo stimulierten
Zellen erfolgt nur dann, wenn STAT5b am aktiviertepo-Rezeptor phosphoryliert wird,
daraufhin dimerisiert, die Signalweitergabe in désllkern Ubermittelt und dort an das
Zielgen bindet. Da die Abbildungen 2.13 und 2.14aye dies wiedergeben, kann davon
ausgegangen werden, dass das Fusionsprotein STANIBIE, markiert mit TMR-Star seine
volle Funktionalitat besitzt.

Die in Kapitel 2.3 dargestellten Untersuchungengee] dass die Markierung des
Fusionsproteins spezifisch und die Funktionalités anit TMR-Star markierten STAT5b-
SNAP gegeben ist.

Damit ist es mdglich in weiteren Einzelmolekil-spekkopischen Untersuchungen neue
Erkenntnisse Uber die Diffusion oder Bindungseighafien des Proteins mit dem EpoR in
lebenden Zellen zu erhalten.

2.4 Diffusion von STAT5b-SNAP-TMR-Star in lebenden NIH3T3 mittels FCS

Wie schon in Kapitel 2.1 mit STAT5b-mCherry besebgn, wird die Diffusion von STAT5b
in lebenden NIH3T3 Maus Fibroblasten beobachtetidssen Experimenten exprimieren die
NIH3T3 Zellen das Fusionsprotein STAT5b-SNAP, weklmit TMR-Star markiert wird. An
den markierten Zellen werden die FCS-Messungerhdefdhrt. Mit diesen FCS-Messungen
konnen die Diffusionseigenschaften des Proteingenschiedenen Bereichen — dem Zytosol
und dem Zellkern — fur unterschiedlich behandeldlen bestimmt werden. Die FCS
Messungen werden an unbehandelten, in DMEM ohnenserkubierten und schlief3lich mit
20 U/ml Epo stimulierten Zellen vorgenommen.

Ziel der Untersuchungen war es festzustellen, ob Miffusion in den verschiedenen

Bereichen und unterschiedlich behandelten Zellenrzarscheiden ist.

Platzierung des konfokalen Volumen in der Zelle

Bei FCS Messungen wird der Laserfokus fir die gésaMesszeit an einem Punkt
festgehalten. Da Aggregate oder gro3ere VesikeMdissung storen wirden, ist es wichtig

den Messpunkt innerhalb der Zelle gut auszuwahi®ie schon in den verschiedenen
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Aufnahmen unter Kapitel 2.3 zu sehen ist, zeigen ZBllen unmitteloar um den Zellkern
Autofluoreszenz. Dieser Bereich darf daher nichtHGS Messungen innerhalb des Zytosols
benutzt werden. Der Messpunkt wird entsprechendimer Region abseits vom Zellkern
gewahlt. An einer Zelle wird in der Abbildungen 2.beispielhaft dargestellt, wie die

Messpunkte in den verschiedenen Regionen gewahttenu

A B

Abbildung 2.15: XY- und XZ-Fluoreszenz-Scans einer NIH3T3 Zellet MMR-Star markiertem STAT5b-
SNAP A) im Zytosol und B) im Zellkern. Die Messpuelsind jeweils mit einem Pfeil im XY-Scan und @ine
Ellipse im darunter gezeigten XZ-Scan skizziere Dlal3stabsbalken betragen 5 um.

Abbildung 2.15 zeigt die vergroRerten Scans zunereim A) des Zytosols oberhalb des
Zellkerns der Zelle und zum anderen in B) des 2efik. Die schwarzen Linien in den XY-
Scans stellen die Schnittebenen dar in welcheKdisScans durchgefuhrt wurden. Die durch
die Pfeile markierten Punkte (Abbildung 2.15 A) uByl oben) bilden schematisch die
Ausdehnung des konfokalen Volumens ab, welchedi&iIFCS Messung gewahlt wurde. Der
XZ-Scan ist wichtig, um sicherzustellen, dass d#ieZzan der Stelle der Messung hoch genug

ist, da an manchen Stellen das konfokale VolumearLdserfokus mit etwa 2000 nm hdher ist
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als die Zelle selbst. Wirde der Laserfokus dierdethbran oder den Objekttrager schneiden,
konnten Messartefakte verursacht werden. Um dagmueiden, wird der Fokus anhand des
XZ-Scans mittig zwischen Objekttrager und apikaleimembran gesetzt, wie schematisch
in Abbildung 2.15 A) und B) (unten) als Ellipserrgestellt.

Fur die Messungen im Zellkern spielt der XY- und-®Zan eine zusatzliche Bedeutung. Im
Zellkern ligen Kernkoérperchen vor, bestehend audhroteinen dicht verpackte kugelférmige
DNA. Diese Regionen sind fur die markierten STATBmteine nicht zuganglich. Sie sind
sehr gut als nicht fluoreszierende runde Bereiaherkennen, in denen keine Fluoreszenz
vom markierten STAT5b zu sehen ist. Diese Kernkitpen dirfen auch nicht innerhalb des
konfokalen Volumens liegen. Entsprechend wird dessspunkt ausschlie3lich innerhalb des
fluoreszierenden Bereichs gesetzt. Ein Scan deanges Zelle und die entsprechenden
vergroRerten Bereiche mit den dazugehérigen Dutdttliidern werden in Abschnitt 6.3
gezeigt.

So bieten die XY- und XZ-Scans die Moglichkeit déokus exakt zu positionieren, um die

oben aufgefiihrten Problematiken zu vermeiden.

Vergleich von Zellkern und Zytosol unterschiedlla¥handelter Zellen

Die FCS Spuren wurden immer fur 60 Sekunden aufgemen. So konnte sichergestellt
werden, dass genug Photonen fur die Korrelationesamgmelt wurden. Sowohl fir die
Korrelation der aufgenommenen Intensitatsspuraath die Anpassung der Korrelation an
ein Model fur dreidimensionale Diffusion, welchesirikelzustande durch Triplettibergange
und auch anomale Diffusion bertcksichtigt, wurde &mmerziell erhaltliche Software
Symphotime der Firma PicoQuant verwendet.

In jeder Zelle wurde immer jeweils eine FCS Messumgytosol und Zellkern durchgefihrt.
So kann der Diffusionskoeffizient im Zytosol mitrdam Zellkern in derselben Zelle direkt
verglichen werden. Die FCS-Messungen werden aml@iifunterschiedliche Art und Weisen
behandelten Zellen aufgenommen. Zunéchst werdeaordiehandelt gelassen, d.h. vor und
wahrend der Messungen in Medium mit Serum inkubi2igs spiegelt in den Messungen die
Diffusion des STAT5b wider, wahrend alle Vorgange der Zelle ihren normalen Lauf
nehmen. D.h. durch die im Medim vorhandenen Waahstaktoren werden alle Signalwege
gleichermal3en stimuliert. Ist im Inkubationsmediken Serum vorhanden fallen die Zellen
in einen sogenannten Ruhezustand, sie werden getiunyerden die Zellen vor den
Messungen fur mindestens drei Stunden und auchewdhden Messungen gehungert, ist die

Diffusion des Proteins fur Zellen zu sehen, in dede Zellen keinerlei Aktivierungen mehr
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erfahren. Fur die dritte Art der Behandlung werdenZellen aus diesem Zustand heraus mit
20 U/ml Epo fir 30 min stimuliert. So wird nach déwmngern ausschliel3lich der untersuchte
JAK/STAT Signalweg aktiviert und die Diffusion voBTATS5b zeigt den aktivierten
Signalweg.

In Abbildung 2.16 sind die Korrelationskurven ja@i Messung im Zellkern und im Zytosol
mit der jeweiligen Anpassung, reprasentativ furehdndelte Zelle gezeigt. Die Korrelation
(grin) und die Anpassung (dunkelgrin) fir die Megsun Zellkern weist eine langere
Diffusionszeit als die Messung im Zytosol (Korréat rot; Anpassung dunkelrot) auf. Bis

auf zwei von 41 Zellen, zeigen alle eine schnell@feusion im Zytosol.

unbehandelt

Zellkern
— Zytosol
—— Anpassung 3D-Triplett Kern
—— Anpassung 3D-Triplett Zyt

1,0 1

0,5

Korrelation G(t)

Residuum

Abbildung 2.16: Korrelationskurven und Anpssungen der FCS Messumgeer unbehandelten Zelle fir den

Zellkern (grin und dunkelgriin) und das Zytosol (nadl dunkelrot) mit den jeweiligen Residuen.

Die Messungen fur gehungerte Zellen (Abbildung P.4&igen das gleiche Verhalten wie
unbehandelte, die Diffusion ist im Zellkern langsairals im Zytosol. Nur eine der 26 Zellen
zeigt eine schnellere Diffusion im Zellkern. Allandgs sind die mittleren Diffusions-
koeffizienten sowohl im Zellkern als auch im Zytbgmgeniber denen der unbehandelten
Zellen groRer (Tabelle 2.3).
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Abbildung 2.17: Korrelationskurven und Anpassung der FCS Messurgjaer in DMEM ohne Serum
inkubierten Zelle fir den Zellkern (griin und durgeéin) und das Zytosol (rot und dunkelrot) mit dewgiligen
Residuen.

Fir die FCS Messungen der stimulierten Zellen &@ndach das Verhaltnis der
Diffusionskoeffizienten zwischen dem Zellkern urehdZytosol. In Abbildung 2.18 sind die
Korrelationskurven (Zellkern grin; Zytosol rot) nden jeweiligen Anpassungen (Zellkern
dunkelgriin; Zytosol dunkelrot) einer Beispielzedjezeigt, in der die Diffusion im Zellkern

schneller ist als im Zytosol.
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mit Epo stimuliert
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Abbildung 2.18: Korrelationskurven und Anpassungen der FCS Messue@er mit Epo stimulierten Zelle fir

den Zellkern (griin und dunkelgriin) und das Zytdemtl und dunkelrot) mit den jeweiligen Residuen.

In allen FCS Messungen weisen die Korrelation &iilge Zeiten ab ca. 100 Abweichungen
von 0 auf Diese sind typisch fir Messungen in |eleefellen.
Der Werto fur die anomale Diffusion wurde fur die Anpassumga die Korrelation offen

gehalten und variierte zwischen 0,5 und 0,8.

NIH3T3 Maus Fibroblasten
Diffusionskoeffizient
[um?/s%] Unbehandelt In DME.MkoS'ne Mit Epo stimuliert
(41) Serum inkubiert (45)
(26)
Zellkern 3,17+ 0,22 3,97 £ 0,25 4,39 +0,54
Zytosol 497 +0,24 5,43 +0,22 3,69+0,18

Tabelle 2.3:Mittelwert mit Standardfehler der Diffusionskoefénten fir unbehandelte, in DMEM ohne Serum
inkubierte und mit Epo stimulierte NIH3T3 Zelleeweils im Zytosol und Zellkern. In Klammern die At

der gemessenen Zellen.
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Betrachtet man die gemittelten Werte fir die Diidnsin Tabelle 2.3 féallt auf, dass der
Unterschied der Diffusionskoeffizienten zwischermd2ytosol und dem Zellkern miD =
1,80 pn¥/s” in unbehandelten und miD = 1,46 pur/s” in gehungerten Zellen nicht groR ist.
Innerhalb des Standardfehlers, wie in Tabelle 208egeben, unterscheidet sich die Diffusion
dennoch, sowohl zwischen dem Zytosol und dem Zellleds auch zwischen unbehandelten
und in gehungerten Zellen. Fir stimulierte Zelleirdwder Unterschied der Diffusion
zwischen dem Zytosol und dem Zellkern miD = 0,70 uris® geringer und die
Standardfehler Gberschneiden sich. Allerdingsisheal3geblicher Unterschied zu bemerken,
der mittlere Diffusionskoeffizient fir das Zytoseimmt deutlich ab und unterscheidet sich
sehr von dem in unbehandelten und gehungertenrZdamit ist er langsamer als der
Diffusionskoeffizient fir den Zellkern, in dem eeggniber denen in unbehandelten und in
gehungerten Zellen leicht zunimmt. Der Vergleichs d&ytosols mit dem Zellkern fur
stimulierte Zellen zeigt eine Umkehrung der Diffusskoeffizienten.

Anhand einer Vielzahl von Einzel-Zell-Messungen tkign gezeigt werden, dass sich die
Diffusion des Proteins STAT5b in verschiedenen Begn der Zelle als auch unterschiedlich
behandelter Zellen unterscheidet. Im Zytosol |1&sst erkennen, dass die Diffusion fur das
STATSb in gehungerten, entsprechend nicht stimelieZelle am héchsten ist. Hier ist die
Gesamtzahl der Proteine aufgrund des Ruhezustardsgygr als in unbehandelten Zellen.
Die in den Anpassungen bertcksichtigte anomaleuBibh zeigt die hohe Teilchendichte im
Zytosol. Diese wird fir gehungerte Zellen geringed damit die Diffusion von STAT5b
schneller. In unbehandelten Zellen ist auch der/$AKRAT Signalweg teilweise aktiviert und
es liegt neben dem Monomer auch dimerisiertes SBAIB, wodurch die mittlere Diffusion
langsamer ist. Im Falle der stimulierten Zellen elirsiert STAT5b, was sich im langsamsten
der drei mittleren Diffusionskoeffizienten widersgelt. Die Diffusion im Zellkern verhalt
sich fir gehungerte gegeniber unbehandelte Zekzgliehbar mit der im Zytosol. Die
schnellere Diffusion im Zellkern der stimulierteel&n kann mit der Bindung des Dimers an
die DNA zusammenhangen.

Im néachsten Kapitel wird eine Darstellung der Megebnisse gewahlt, welche das

Diffusionsverhalten des Proteins deutlicher wiedsrg
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Histogramm unbehandelter, in DMEM ohne Serum in&br und mit Epo

stimulierter Zellen

Um das Diffusionsverhalten des Proteins unterstdicledehandelter Zellen deutlicher zu
machen, wurden die Daten in einem Histogramm ard#geh, welches die Haufigkeit der
Zellen Gber das Verhéltnis der Diffusion zwische@mdzytosol und dem Zellkern zeigt.

Im Histogramm ist zu sehen, dass fir unbehanddtierz der Diffusionskoeffizient D — bis

auf eine Ausnahme — im Zytosol immer groéf3er alsZetlkern ist (schwarze Balken in

Abbildung 2.19). Der Median der Verteilung des \&thises von D zwischen Zytosol und
Zellkern betragt 1,45 = 0,51. Auch fur gehungerédleh — bis auf zwei Ausnahmen — ist die
Diffusion im Zytosol schneller als im Zellkern (gréi Balken in Abbildung 2.19), hier betragt
der Median der Verteilung 1,43 £ 0,32. In stimuker Zellen hingegen kehrt sich das
Verhéltnis zwischen Zytosol und Zellkern teilweis®. Hier zeigt sich in 20 von 45 Zellen

ein hoherer Diffusionskoeffizient im Zellkern. Dledian der Verteilung liegt bei 1,1 + 0,42.

R ) A unbehandelt

0,3_ '_'._| gehungert
® mit Epo Stimuliert

relative Haufigkeit

0,0 0,5 1,0 1,5 2,0 2,5 3,0 3,5 4,0
Verhaltnis von D zwischen Zytosol/Zellkern

Abbildung 2.19: Das Histogramm gibt die Verteilung vom Verhalteier Diffusion zwischen Zytosol und
Zellkern der unterschiedlich behandelten ZellenNib.Epo stimulierte Zellen (rot) zeigen eine Véltiag vom
Verhaltnis des Diffusionskoeffizienten Zytosol/2e&lin um den Wert 1. Fir gehungerte (griin) und uabeélte

(schwarz) Zellen ist das Verhaltnis des Diffusiarefiizienten Zytosol/Zellkern prinzipiell gro3er 1.

Die Fehler um den Median der Verteilung, wurderbsmechnet, dass der Interquartilbereich
68% betragt — entsprechend 1 Sigma bei einer Gaufeling. Da der Fehler nicht gleich
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verteilt ist, ist davon auszugehen, dass die Martginicht Gaul3-formig ist. Am deutlichsten
ist dies bei der Verteilung vom Verhéltnis des Osibnskoeffizienten bei unbehandelten
Zellen zu sehen, in der er fur grol3ere Verhaltniggeer ist.

Eine statistische Mdglichkeit, um zu zeigen ob dierteilungen der unterschiedlich
behandelten Zellen verschieden sind, ist der stigdbre t-Test. Bei einem Signifikanzniveau
a von 0,05 sind die Verteilungen der unbehandeltahin DMEM ohne Serum inkubierten
NIH3T3 Zellen von den mit Epo stimulierten Zellerewgeils unterschiedlich. Die

unbehandelten und in DMEM ohne Serum inkubierteheAeunterscheiden sich bei dem
Signifikanzniveauo von 0,05 nicht voneinander. In Tabelle 2.4 singé derte der

t-Teststatistik aufgefihrt.

Signifikanzniveau a = 0,05 t-Statistik | Wahrsch. > |t|| Trennscharfe
Verhaltnis von D zwischen unbehandelten
und in DMEM ohne Serum inkubierten 1,46 0,14 0,30
Zellen

Verhéltnis von D zwischen mit Epo
stimulierten und in DMEM ohne Serum 3,45 9,50E-4 0,92
inkubierten Zellen

Verhéltnis von D zwischen mit Epo

stimulierten und unbehandelten Zellen 4,68 1,05E-5 0,99

Tabelle 2.4: Studentischer t-Test fur das Verhéltnis des Ditinskoeffizienten D zwischen dem Zytosol und

dem Zellkern fur die unterschiedlich behandeltelbeBeuntereinander.

Die Verteilung des Verhaltnisses zwischen Zytosal dellkern ist fur unbehandelte Zellen
am hochsten. Das zeigt, dass sich die Zellen emhnormalen Ablauf in unterschiedlichen
Stadien befinden, die Zell-Zell Heterogenitat eresphend hoch ist. Die gehungerten Zellen
befinden sich alle im Ruhezustand. Diese Synchiemisg aller Zellen im gleichen Zustand
ist in der Schmalen Verteilung des Verhéltnissesedennen. Die teilweise Umkehr der
Verhéltnisse der Diffusionskoeffizienten fir stineute Zellen zeigt, dass sich die Diffu-
sionen sowohl im Zytosol als auch im Zellkern siiggaint verdndern. Die Bildung des
STAT5b-Dimers und die Bindungen und Wechselwirkungles Dimers mit der DNA im
Zellkern sind vermutlich die Ursachen dafur.

Prinzipiell kann tber die Darstellung der Verhdsa der Diffusionskoeffizienten zwischen
Zytosol und Zellkern der unterschiedlich behandeli#ellen gezeigt werden, dass der
Unterschied der stimulierten gegenitber den unbediamd und gehungerten Zellen sehr

deutlich ist.
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2.5 Messungen der Bindung des STATS5b an der apikalen Amembran mittels
“Variable-Angle-TIRF”

Eine genaue Beobachtung der Bindungen des STATSkdeanapikalen Zellmembran
innerhalb der Zelle bei Aktivierung des EpoR duiiigabe von Epo liefert Informationen
uber den JAK/STAT Signalweg.

Hier stellet sich die Frage: Ab wann reagiert d@l&bzw. STAT5b auf Epo und in was fur
einer Form? Die folgenden Untersuchungen sollenzdidiche Reaktion nach der Zugabe
von Epo und das Verhalten von STAT5b an der Zellbraim bzw. die Wechselwirkung des
Proteins mit dem EpoR in der Zellmembran verdehsic

Mittels TIRF in der beschriebenen modifizierten idate (,Variable Angel TIRF* Kapitel
4.8) kann die Fluoreszenz einzelner mit TMR-Starkimesten STAT5b-Proteine beobachtet
werden. Es wurden Videos der lebenden Zellen mif0iZD00 Einzelbildern bei
Belichtungszeiten von jeweils 50 ms aufgenommem.Afwegung wurde die Laserintensitat
mit 500 pW auf einem geringen Level gehalten, ura Bhototoxizitat fur die Zellen
maoglichst gering zu halten. Die im Zytosol diffuadenden Proteine, die keine
Wechselwirkung mit der Membran zeigen sind untar degebenen Aufnahmekonditionen
(Kapitel 4.9) zu schnell, um gentgend Photonen @unen Pixel des EM-CCD Chip
abzugeben. Demensprechend wird durch nicht interagides STAT5b nur eine geringe
Hintergrundfluoreszenz erzeugt. Markierte STAT5btBine, die mit Rezeptoren, wie dem
EpoR oder auf eine andere Art und Weise mit der btam wechselwirken, haben eine
langere Verweildauer an derselben Stelle. So wemgkmigend Photonen fur die Pixel

abgegeben, um ein Signal zu erzeugen, welchevasmlHintergrund unterscheidet.
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Abbildung 2.20: Eine Sequenz von 12 zufallig gewahlten Einzelbildans dem Video dessen Summenbild in
Abb. 2.23 dargestellt ist. Mit dem roten Pfeil gekeeichnet ist ein TMR-Star markiertes Protein Udlky 12
Bilder hinweg an derselben Stelle zu erkennen. mie dem gelben Pfeil gekennzeichnet Stelle zeigt ei

markiertes Protein welches nur zwischen Bild 7 zd Eehen ist. Weitere einzelne Spots sind zu ed®n

In Abbildung 2.20 sind exemplarisch 12 zufallig géwe Einzelbilder eines Videos von
1000 Bildern gezeigt, in denen man die Fluoresanzelner TMR-Star markierter STAT5b
Proteine erkennt. Der rote Pfeil kennzeichnet eioleWll, welches Uber die gesamten 12
Bilder hinweg an derselben Stelle sitzt. Wahrendgigbe Pfeil eine Stelle kennzeichnet an
der das Molekdl erst im 7. Bild auftaucht, bis zliin Bild verweilt und im 12. nicht mehr zu
sehen ist. Neben den durch die Pfeile gekennzdiehngpots sind noch weitere einzelne
fluoreszenzmarkierte Proteine zu sehen.

In den Einzelbildern ist der Ausschnitt der gemesseZelle nur schemenhaft zu erkennen.
Werden jedoch alle Einzelbilder eines Videos aufsient so entsteht das in Abbildung 2.21
gezeigt Summenbild. In diesem ist der Ausschnitt delle gut vom Hintergrund zu
unterscheiden. Innerhalb der Zelle sind, neben ddmtergrund durch die schnell
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diffundierenden Fusionsproteine, intensivere Spatgrkennen. Sie zeigen Stellen, an denen

die Proteine entweder haufiger auftauchen oderlamder aufhalten.

Abbildung 2.21: Das Summenbild eines Videos tber 1000 Einzelbildeben den klaren Umrissen der Zelle

sind intensivere Spots innerhalb zu erkennen. MéBbalken betrdgt 5 pm.

Fur die Aufnahmen wurden nur zytosolische Bereidbe Zelle gewahlt, um ausschlief3lich
Interaktionen des Proteins mit der Zellmembran =atektieren. Wie in Abschnitt 1.1
beschrieben bindet das nach Phosphorylierung dsrege STATS5b im Zellkern an das

Zielgen. Diese Bindung im Zellkern darf nicht mérdan der Membran verwechselt werden.

Abbildung 2.22: Aufnahme einer NIH3T3 Zelle mit TMR-Star markienteSTAT5b-SNAP nach 46 Minuten

Epo-Stimulierung mit einer Belichtungszeit von 8&kunden. MalRstabsbalken betragt 5 um.
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In Abbildung 2.22 ist eine Einzelaufnahme mit einngeren Belichtungszeit von
0,5 Sekunden zu sehen, die verdeutlicht, dass flasa vom Zellkern gut zu unterscheiden
ist. Die Aufnahme wurde 46 Minuten nach Stimulatroit Epo gemacht. Das Protein ist zu
diesem Zeitpunkt schon deutlich sichtbar im Zeltkakkumuliert.

Es werden Videos aufgenommen ohne Zugabe von Epawden Zeitpunkten von 5 und 60
Minuten nach Epo-Zugabe. So soll untersucht werdbrsich die Bindungszeit des Proteins
an den EpoR in Relation zur Epo-Zugabe &andert.

Die Analyse erfolgt mit einem in Matlab geschrieberiProgramm (Kapitel 4.10). Abbildung
2.23 zeigt die Abhangigkeit der Anzahl der Ereigais normiert auf die
Wahrscheinlichkeitsdichte gegen die Bindungsdawspdlt-logarithmisch aufgetragen. Es
wurden 3 Zeitpunkte nach Epo-Stimulierung gewdalnistimuliert (schwarz), 5 (rot) und 60
(blau) Minuten. Die Werte fur die Anzahl der Erdgge stimmen innerhalb der
Standardabweichung fur die jeweiligen Bindungsreiiberein. Weiterhin ist zu sehen, dass
die Kurve linear abnimmt und nur 1,4% fur 60 Mimyt®,9% fir 5 Minuten und 0,8% ohne
Epo-Stimulierung der Ereignisse haben eine Binddagsr tber einer Sekunde.

Ein Unterschied in der Bindungsdauer in RelationEpo-Stimulierung ist nicht zu erkennen.
Des weitern konnte keine Kinetik der Bindungsddieikeinen der Zeitpunkte ohne oder mit

Epo-Stimulierung bestimmt werden.
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Abbildung 2.23: Auftragung der mittleren Anzahl der Ereignisserib¢ Videos ohne Epo, 23 fur 5 Minuten
und 21 fur 60 Minuten Epo-Stimulierung gegen diadBingsdauer.

72



Experimente und Ergebnisse

Die linerar Abhanigkeit der Bindungsdauern im ddpfmgarithmisch aufgetragenen
Graphen zeigt, viele verschiedene Wechselweirkundea Proteins mit der apikalen
Zellmembran mit unterschiedlichen ZeitkonstantedeOunspezifische Wechselwirkungen
des STAT5b mit der Zellmembran die Uber alle Birghaiten verteilt sind.

Betrachtet man die gesamte Aktivitat, d.h. das itén eines markierten Proteins an der
apikalen Membran, erkennt man eine Abhangigkeit vdeitpunkt nach der Epo-
Stimulierung (Abbildung 2.24). Hierfur wurden Videaufgenommen, einmal ohne und zu 8
Zeitpunkten bis einschlief3lich 60 Minuten nach Zpgabe.

| ° . « einzelne Filme fir STATSb funktional
5 = Mittelwerte mit Standardfehler ‘
« einzelne Filme fur STAT5b Del
. . m  Mittelwerte mit Standardfehler
. '
© 2 ° . . *
X H
S OO . .
Lo ] i ] .
1 —i ° I s
de : I ¢ ‘ . E
| I :
1% ° H
0 T T T T T T T T T T T T T
0 10 20 30 40 50 60

Zeit nach Stimulierung [min]

Abbildung 2.24: Die Aktivitat des Proteins STAT5b-SNAP-TMR-Star der apikalen Membran der NIH3T3

Zellen zu verschiedenen Zeitpunkten nach Epo-Starurig.

Das funktionale STAT5b (rot), das nach Epo-Stimuligy am Epo-Rezeptor bindet, zeigt 5
Minuten nach Stimulierung einen Anstieg der Ak#vitauf das 1,8 fache des Werts ohne
Stimulierung. Nach 7,5 Minuten ist mit 2,2 Hz prixd? das Maximum der Aktivitat erreicht.
Von hier an nimmt die Aktivitat wieder ab, bis siach 60 Minuten mit 0,9 Hz pro Pixel etwa
bei ihrem Anfangswert liegt.

Fur die Deletions-Mutante (Del; schwarz) des STAT&he nicht funktionale Mutante deren
SH2 Domaéne nicht am Rezeptor bindet, wurden Messubgs 7,5 Minuten nach Zugabe von

Epo durchgefuhrt. FUr diesen Zeitpunkt ist, im Gegéz zum funktionalen Protein, kein
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Anstieg der Aktivitat zu beobachten. Weiterhin ®mt sehen, dass die Einzelmessungen
(kleine runde Punkte) eine hohe Fluktuation aufemis

In Tabelle 2.5 sind die Mittelwerte mit Standardézhund die Anzahl der Videos fur das
funktionale Protein und der Deletions-Mutante zu gaveiligen Zeitpunkten ohne und nach

Epo-Stimulierung aufgefuhrt.

Zeit [min] STA‘I_’E_S_b funkti_onal _STI'_AT5b D_el
Aktivitat [Hz/Pixel] Aktivitat [Hz/Pixel]

0 1,005 + 0,054 (20) 1,110 £ 0,080 (7)
2,5 0,701 £ 0,074 (7)

5 1,803 + 0,135 (19) 1,120 £+ 0,082 (7)
7,5 2,239 + 0,408 (4) 0,910 + 0,060 (7)
10 1,550 £ 0,239 (8)

15 1,434 £ 0,319 (3)

25 1,313+ 0,117 (6)

35 1,326 £ 0,234 (6)

60 0,934 + 0,145 (21)

Tabelle 2.5: Die Mittelwerte mit den Standardfehlern der Aki@ii des STAT5b-SNAP-TMR-Star zu den
Zeitpunkten nach und ohne Epo-Stimulierung firfda&tionale Protein und die Del-Mutante. In Klammeiie

Anzahl der analysierten Videos fir die jeweiliggintilationszeitpunkte.

Die Stimulation mit Epo fuhrt zunachst zu einem #agsler Aktivitat des STAT5b mit der

apikalen Zellmembran. Die Grunde hierfir kdnnemsaine erhdhte Bindungsrate der
Proteine mit dem aktivierten EpoR oder eine verteeliRekrutierung von EpoR an die
Zellmembran und die dadurch gesteigerte Bindung$iohikgit. Der Rickgang der Aktivitat

nach 60 Minuten auf den Anfangswert zeigt, dassnudlich eine Rickkopplungsschleife
aufgrund der Stimulierung des Signalwegs aktiweird. Die Deletions-Mutante hingegen
weist keinen Anstieg bis zu dem Zeitpunkt der maatén Aktivitat fur das funktionale

STAT5b bei 7,5 Minuten auf. Das zur Bindung unf@&hkgrotein wird nicht phosphoryliert
und kann den Signalweg entsprechend nicht aktiviere

Auffallend ist auch die hohe Streuung der Aktiwetétfir die jeweiligen Stimulations-

zeitpunkte. Dies spiegelt die Heterogeitat deredelintereinander wider.
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2.6 Bildkorrelation von Videos unterschiedlich behandeier Zellen

Eine weitere Methode, um Informationen tber diefudibn des Proteins in Interaktion mit
dem Epo Rezeptor zu erhalten, ist die Korrelatien @inzelnen Bilder eines TIRF Videos
miteinander (engl. ,Image Total Internal ReflectiB68S" — IMTIR-FCS). Die Videos wurden
am selben TIRF-Aufbau mittels der ,VA"-Methode, wi&ir die Bindungsanalyse
aufgenommen. Fir die Anwendung von ImTIR-FCS mugs Belichtungszeit fur die
einzelnen Bilder eines Videos auf ein Minimum rdaduz werden. Die minimale
Belichtungszeit fur die verwendete EM-CCD Kamegmtibei einer Bildgréfie von 64 x 64
Pixel bei knapp 5 ms. Sie wurde fur die Messungemer auf 5 ms gesetzt. Um bei dieser
kurzen Belichtungszeit geniigend Signal pro Pixebekommen, wurde die Laserintensitat
zur Anregung auf 2 mW eingestellt. Im Folgenderdvgezeigt, ob unter diesen Bedingungen
Aufnahmen und deren Analyse mdglich sind.

Untersucht wurde die Diffusion der beiden Fusiootgne STAT5b-SNAP funktional und
der Deletions-Mutante jeweils ohne und nach 5 MinuEpo-Stimulierung. Die Videos
bestehen aus einer Bildfolge von 5000 Einzelaufrahnin Abbildung 2.25 sind die
Summenbilder aller 5000 Einzelaufnahmen der 4 \Bdgezeigt.

A

2 um

Abbildung 2.25: Summenbilder aller 5000 Einzelaufnahmen der Vidosdie ImTIR-FCS Analyse von
STAT5b-SNAP markiert mit TMR-Star in lebenden NIHBZellen. A) Funktionales Protein ohne und B) mit 5
Minuten Epo-Stimulierung. C) Die Deletions-Mutawatene und D) mit 5 Minuten Epo-Stimulierung. Dielsa
Rechtecke markieren die Flache innerhalb der dHR¥#CS Analyse durchgefiihrt wurde.
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Die Falschfarbendarstellung verdeutlicht den Vdrlamnerhalb der Summenbilder. Von

schwarz, aul3erhalb der Zelle wo keine Fluoreszstizhin zu gelb und weil3, der Bereich
hoher Fluoreszenz, in dem die mit TMR-Star markierSTAT5b-SNAP Proteine mit der

apikalen Membran wechselwirken.

Die Rechtecke kennzeichnen den Bereich der hohearddzenz in dem die ImTIR-FCS

Analysen durchgefiihrt wurden. Fir A) ist der Bemed©® x 64, fur B) 35 x 64 und fur C) und

D) jeweils 64 x 29 Pixel grol3.

Die Analysen wurden von Jagadish Saranka, in Kadmer mit der Arbeitsgruppe von T.

Wohland an der NU Singapur, durchgefthrt. In Ablailg 2.26 wird mit 4 unterschiedlichen

Bedingungen die Korrelationen des Videos der DathstiMutante ohne Epo durchgefihrt und
gezeigt unter welchen Bedingungen es mdglich ist \dideos zu analysieren. Unter den
gegebenen Einstellungen (Kapitel 4.9) des TIRFMbaus wird die Fluoreszenz eines
einzelnen Molekuls tGber mehrere Pixel abgebildét.dte ImTIR-FCS Analyse ist es daher
notig ein Binning von 5 x 5 Pixeln zu einem Bildgtireinzufihren. So kénnen fur die in

Abbildung 2.25 durch das blaue Rechteck markieRi&chen in den jeweiligen Aufnahmen

jeweils eine Vielzahl von Korrelationen vorgenommesrden (siehe Tabelle 2.6). In

Abbildung 2.26 sind in den 4 Graphen die Korrelagio immer schwarz und die Anpassung
an ein 2D Modell fur freie Diffusion immer rot gezlenet. Es werden alle Korrelationen der
markierten Flache fur das Video in einem Graphesréibander dargestellt. Zun&chst wird in
A) die Analyse des Videos aller 5000 Einzelbildéme Bleichkorrektur durchgefihrt. Im

Graph B) wird ein Vorbleichen eingefuhrt indem miie letzten 3000 der 5000 Einzelbilder
korreliert werden auch hier findet keine Bleichledtur statt. Fir den Graphen C) werden
wiederum alle 5000 Einzelbilder korreliert allergen diesmal mit Bleichkorrektur. Und

schlie3lich im Graphen D) sowohl mit VorbleicherduBleichkorrektur analysiert.
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Abbildung 2.26: Korrelation des Videos Deletions-Mutante ohne Bpm 5000 Einzelbildern mit einem
Binning von 5 x 5 Pixeln.

A) Alle Einzelbilder und B) die Einzelbilder von @0 — 5000, jeweils ohne Korrektur fir Fotobleichen.
C) Alle Einzelbilder und D) die Einzelbilder von @D — 5000, jeweils mit Korrektur fiir Fotobleichen.

Die schwarzen Kurven zeigen die Korrelation, diemnadie jeweiligen Anpassungen dazu.

Nur mit der Variante mit Vorbleichen und Bleichkektur erhalt man verlassliche
Diffusionskoeffizienten. Ein Vorbleichen ist erfemdich, da die Hintergrundfluoreszenz in
der Zelle schnell geblichen wird und diese Bleickzenfehlern in der Korrelation fihrt. Die
zusatliche Beichkorrektur korrigiert dartber hinausch das Bleichen des Farbstoffs. In
Abbildung 2.27 sind die Graphen fur die 3 weitekddeos A) STAT5b-SNAP funktional
ohne und B) mit 5 Minuten Epo-Stimulation und C¢ deletions-Mutante mit 5 Minuten
Epo-Stimulation gezeigt. Es wurde nur noch die Asebariante mit Vorbleichen und
Bleichkorrektur fur die jeweiligen Videos darge#tel

In einigen Kurven tritt eine Abweichung der Anpasggegenuber der Korrelation auf. Dies
kann daran liegen, dass die Anpassung Uber daachmf2D Modell ein Blinken nicht
Bricksichtigt, welches dazu fiihrt, dass die Kotretazu kurzen Zeiten noch mal Ansteigt.
Oder dass fur diese Korrelationen aufgrund zu gerirZeitauflosung der Messungen die

gesamte Korrelationskurve nicht erfasst wird.
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Abbildung 2.27: Die Korrelation der Videos A) STAT5b-SNAP funktainohne und B) nach 5 Minuten Epo-
Stimulierung und C) die Deletions-Mutante nach Snidéen Epo-Stimulierung. Jeweils nur die Analyse mit

Vorbleichen und Bleichkorrektur. Die schwarzen Kamvzeigen die Korrelation, die roten die jeweiligen
Anpassungen dazu.

In Tabelle 2.6 sind die Diffusionskoeffizienten n8tandardabweichung der verschiedenen
Videos zusammengefasst.

Diffusionskoeffizient D [um?s]| Funktionales STAT5b | Del Mutante STAT5b

ohne Epo 1,4 0,8 (94) 2,0 +1,3 (60)

5 min Epo 1,5+ 1,0 (82) 2,4 +1,0 (59)

Tabelle 2.8 Diffusionskoeffizienten mit Standardabweichungalgsiert mit ImTIR-FCS fir funktionales

STATSb die Delition-Mutante jeweils ohne und nachliiuten Epo-Stimulierung. In Klammern die Anzalerd
Korrelationen.

Die Diffusionskoeffizienten des funktionalen STATS5bBn der apikalen Membran
unterscheiden sich nicht flr die unstimulierte urath 5 Minuten Stimulation gemessene
Zellen. Der Wert der Diffusionskoeffizienten lieigt dem Bereich fur Membrandiffusionen.
Fur die Deletions-Mutante gilt das gleiche wie (ias funktionale Protein, die Diffusion der

stimulierten Zelle unterscheidet sich innerhalb Eelslers nicht voneinander.
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Die Standardabweichungen fir alle Diffusionskoédfieen sind relativ hoch. Das lasst bei
der gegebenen Anzahl an Korrelationen darauf dohtie dass sich die Diffusions-

koeffizienten aus verschiedenen WechselwirkungenRleteins mit der Zellmambran oder
dergleichen zusammensetzen. Hier kdnnen die BindesgSTAT5b an den EpoR aber auch
auch andre Rezeptoren eine Rolle spielen, eineeaifgzhe Wechselwirkung des Proteins
mit der Zellmanbran ist anzunehmen und vermutlgthdie Diffusion entlang der Membran

auch relevant.

Vergleicht man die Deletions-Mutante mit dem fuokallen STAT5b sind sie innerhalb der
Fehler gleich aber dennoch ist fir das funktionBl®tein ein Trend zu langsamerne
Diffusionszeiten zu erkennen. Daher kann angenommerden, dass die Bindung des
funktionalen STATS5b an den EpoR aufgrund der lamggan Membrandiffusion zu den

geringeren Diffusionskoeffizienten fuhrt.
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3 DISKUSSION

3.1 FCS STAT5b-mCherry

Fur die Untersuchungen der Diffusion des Transiamstfaktors STAT5b in lebenden Zellen
mit Einzelmolekil-spektroskopischen Methoden wanesvendig das Protein spezifisch mit
einem Farbstoff zu markieren. Die Verwendung eifies als Fusionsprotein mit STAT5b in
lebenden Zellen schien zunéchst eine geeigneteidtarigsstrategie. Als FP wurde mCherry
gewahlt, da es zum Zeitpunkt der Planung der Megsuaufgrund der in der Literatur [66,
67, 129] aufgefihrten Eigenschaften am ehesterAdé&rderungen an Fluorophore in Bezug
auf die Einzelmolektlspektroskopie (Kapitel 1.2hget.

Daraufhin wurde fir diese Arbeit das Plasmid mitndEusionsprotein STAT5b-mCherry
kloniert und mit dem Tet-Induktions-Sytem stabil die NIH3T3 Maus Fibroblasten
transduziert. Uber das Tet-Induktions-Sytem lieBh siie Expression des Proteins mit
Doxyzyklin so steuern, dass die Konzentration imd#&r die Experimente erforderlichen
Bereich lag (Kapitel 1.1).

Die Daten der Punkt FCS-Messungen zeigten, dassM&Sungen mit dem FP mCherry
prinzipiell moéglich sind. Bei der Anpassung der Kaationskurven an das Modell der
dreidimensionalen Diffusion mit Beriicksichtigungr denomalie a, des Blinkens und der
Triplett-Photophysik fallt auf, dass der Wert fior mit 0,42 £0,11 kleiner ist als
typischerweise fir lebende Zellen angeben (065<<0,8) [130]. Das Blinken liegt bei einer
Zeit von 619 £409 us. Die zusatzliche Berlcksgintg des Triplett-Terms bei der
Anpassung ergibt einen Wert von 0,29+ 0,62 us. Ba ldeinste Wert der Hardware-
Korrelator-Karte fuirt 0,4 ps betragt, ist fir die Anpassung mit Bericksgung des Triplett
nicht aussagekréftig. J. Hendrix et. al. zeigtassddie Triplettzeit von mCherry mit wenigen
Mikrosekunden auf einer Zeitskala liegt, die mit Harte nicht auf geldst werden kann [117].
Die Werte fir den Blink-Term und die anomale Diftus (15= 608 £ 307 us und
a=0,42 +0,11) fur die Anpassung ohne BerlUcksithtg des Triplett-Terms stimmen
innerhalb der Fehlergrenzen mit denen mit Triplettm Uberein. Damit ist flr die Analyse
der Diffusion von STAT5b-mCherry die Anpassung aigdrend, die einen Exponential-Term
fur das Blinken und die anomale Diffusion bertcksigt. Fir einzelne Punktmessungen lasst

sich so lokal in der Zelle die Diffusion charaksseren.
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Das langsame Blinken auf einer Zeitskala von melmamdert Mikrosekunden wird durch
photophysikalische Prozesse verursacht. J. Heradrial. zeigten in FCS-Messungen unter
anderem an mCherry in wassriger Pufferlosung, d&¥s abhéngig von der
Anregungslaserintensitat auf einer Zeitskala <19@usatzlich zum Triplett-Blinken blinken
[117]. Der hohere Wert von 608 + 307 us fur dasi&in bei Messungen in lebenden Zellen
lasst sich durch das veranderte elektrochemischiental im Zellinneren, welches die
Photophysik beeinflusst, erklaren. Fiur die Messarege mCherry in Pufferlosung wurde fur
die Anpassung keine anomale Diffusion berucksithiig dieser Arbeit werden die FCS-
Messungen an STAT5b-mCherry in lebenden Zellen rayefiihrt, daher wird fir die
Anpassung ein Term fur anomale Diffusion zusatzkahgesetzt. Die Berucksichtigung der
anomalen Diffusion in lebende Zellen, hat in dempassung mdglicherweise einen Einfluss
auf das Blinken.

Weiterhin ist noch die geringe Photostabilitat vo@herry zu beachten. In Abbildung 2.3 ist
das Bleichen von mCherry zu sehen, d.h. die Flzeresntensitat nimmt innerhalb der
Messzeit von 60 Sekunden ab. Bei der Korrelatios Signals fuhrt dies zu einem Anheben
der Korrelationskurve so dass diese nicht mehr dufl abfallt. Dadurch wird die
Bestimmung der Diffusionszeit fehlerhatft.

Um diese Problem zu beheben kdnnten die Aufnahteszegerkirzt werden. Dadurch wird
die Korrelation verrauschter, aber die Artefaktectiudas Bleichen fallen weg. Jonas Ries et.
al. entwickelten eine Methode die es ermdglichtcbluFluoreszenzbursts aufgrund von
Aggregaten oder durch Bleichen verfalschte Korietakurven zu sortieren, indem
beeinflusste Bereiche der Fluoreszenzspuren autsaratverworfen werden [131]. Die
komplexen Diffusionsvorgange in lebenden Zellerorlérn wie schon gezeigt erweiterte
Modelle fur die Anpassung an die Korrelationskurvés komplexer die Anpassungsmodelle
werden, desto geringer ist die Information Uber datersuchte System. Dennoch kdnnen
Uber Messungen solcher komplexen und nicht ide&gsteme Informationen erhalten
werden, wenn unterschiedliche Situationen im sefgstem verglichen werden sollen [132].
Daher wurde mit DIFIM untersucht ob es mit kurzemffahmezeiten und dem vereinfachten
Anpassungsmodel einer 2D Diffusion mdglich ist Hegenitaten in verschiedenen Regionen

der Zelle zu zeigen.
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3.2 DIFIM mit STAT5b-mCherry

Fur DIFIM (Kapitel 1.3) ist es notwendig die Int&éssspuren der einzelnen Pixel in dem
kirzest moglichen Zeitraum aufzunehmen, damit eésagte Messzeit so klein wie mdglich
ist. In der Regel ist fiir eine gute Korrelationeeiiufnahmezeit der Intensitatsspur von etwa
1000mal der Diffusionszeit des Fluorophors erfdider Die Aufnahmezeit kann durch die
Erh6hung der Konzentration des Fluorophors, inafied-all das mit mCherry fusionierte
STATSb, verkirzt werden. So treten Ofter Fluoregzerarkierte Proteine in das konfokale
Volumen ein und aus, d.h. die Fluktuationen nehman Hierfir muss das Signal zu
Rauschen Verhaltnis des Mikroskopaufbaus sehr gjat &ine weitere Mdglichkeit ist eine
hohere Laserintensitat, so dass das Fluorophor Beirohlaufen des konfokalen Volumens
mehr Photonen emittiert, was zu einem bessereralSighrt. Allerdings werden so weniger
stabile Farbstoffe wie FPs schneller geblichengad#n wird das konfokale Volumen durch
die hohere Anregungsintensitat vergrof3ert und loerehohen Konzentration steigt das
gesamte Signal wodurch Fluktuationen schlechter emkennen sind. Die hohe
Farbstoffkonzentration fuhrt auch dazu, dass diegpltode der Korrelation sehr niedrig ist.
Dies ergibt dann eine sehr flache Korrelationskudie bei kurzen Aufnahmezeiten von nur
100 ms sehr verrauscht ist. Damit wird auch dieassping sehr ungenau.

Bei STAT5b-mCherry sind in Punkt FCS-Messungen iasaein Aufbau Diffusionszeiten von
ca. 10 ms gemessen worden. Damit sollte die Aufraleridealer weise etwa 10 s betragen.
So wirde die Erstellung einer Diffusionskarte vam 4 x 4 um und einer Pixelweite von
100 nm mit DIFIM 266 Minuten dauern. Innerhalb @e<Zeitraum lassen sich Anderungen
durch Uber Aktivierungen des JAK/STAT Signalwegshhimehr Zeitaufgelost tber die
gesamte Region erfassen. Daher wird die Aufnahmezéinur 100ms pro Pixel verkirzt.
Allerdings ist die so resultierende Aufnahmezeih &min fur die gezeigte DIFIM-Messung
immer noch zu hoch, um die Anderungen im Verhatten Diffusion nach Aktivierung des
Signalwegs darzustellen. Die Reaktion nach der 8&tion erfolgt etwa nach 5 - 7,5 min
(Kapitel 2.5), was noch innerhalb der Aufnahmezgiter DIFIM-Messung liegt. So kann
gegebenenfalls eine Anderung innerhalb eines Amdtsshder Diffusionskarte festgestellt
werden, aber nicht die Anderungen innerhalb veestdmer Regionen wie dem Zytosol und
dem Zellkern aufgrund der Stimulation. Fiur den Bdéredes Zellkerns und des Zytosol
innerhalb des gescannten Ausschnitts liegen ditugdiinszeiten zwischen 0,1 und 10 ms,
allerdings heterogen verteilt. So ist kein Untersdlzwischen dem Zellkern und dem Zytosol

zu erkennen. Entlang der Zellmembran liegen diéuBibnszeiten schmaler Verteilt zwischen
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5 und 10 ms. Dies lasst eine Unterscheidung ddmg&etbran vom inneren der Zelle zu.
Zusatzlich fuhrt das Blinken von mCherry bei derewefachten Anpassung uber ein 2D
Diffusions-Modell zu einer weiteren Ungenauigkeit.

Zusammengefasst lasst sich sagen, dass DIFIM férreiativ langsamen Diffusionen
innerhalb einer lebenden Zelle nicht geeignet mstdynamische Veranderungen in der Zelle
als Folge der Aktivierung des JAK/STAT Signalwegsl®eobachten. Des weiteren lasst die
zu geringe Photostabilitdt von mCherry und zusételi photophysikalische Artefakte wie
vermehrtes Blinken nicht die notwenige hohe Lagensitdt zu, um die Messzeit zu
verkurzen.

Sind die zu untersuchenden Diffusionsprozesse fiehiaés 1 ms, so sollte die Aufnahmezeit
von 100 ms pro Pixel geniigen, um eine ausreicheial igorrelationskurve zu bekommen.
Ist die zu beobachtende Veranderung in der Probeiagr wesentlich langsameren Zeitskala
als die Stimulation des JAK/STAT Signalweg, mit ¢& min im Falle dieser Arbeit, so kann
der Prozess Uber DIFIM verfolgt werden.

Eine weitere Moglichkeit zur Verbesserung von DIFB#Idie Verwendung eines Arrays von
sehr schnellen Detektoren (CMOS-Detektoren [138fhkiniert mit Linsenarrays. So lassen
sich die Intensitatsspuren gleichzeitig von vielaki (32 x 32) mit einer Zeitaufldésung von
119 ps pro Pixel detektieren[134].
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3.3 Markierung von Synptophysin-SNAP mit BG-Atto700

In einer Kooperation mit der Arbeitsgruppe von Turkr an der Universitat Heidelberg
wurde das Protein Synaptophysin untersucht. Es evaadvohl mit eGFP als auch mit dem
SNAP-Tag fusioniert. Die Markierung von SNAP erfielgiber BG-Atto700, ohne
anschlieende Waschschritte. Durch Scans mit e@@e8M bei denen gleichzeitig das eGFP
und Atto700 angeregt und detektiert werden kanmeigezverden, dass das Fluoreszenzsignal
beider Kanale kolokalisiert ist (Abbildung 3.1). ©schlechtere Signal zu Rausch Verhaltnis
im Atto700 Kanal riht daher, dass ungebundenesdireh Guanin geléschtes BG-Atto700
zu erhohter Hintergrundfluoreszenz fuhrt. In Abbilg 3.1 wird die sehr gute
Ubereinstimmung der Fluoreszenzintensitat einesehprofils in den beiden Kanalen von
eGFP und SNAP-Atto700 gezeigt.
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Abbildung 3.1: Die Fluoreszenzintensitat eines Linienprofils (@rdurch die Calyx. A) ist der Scan im eGFP
und B) im Atto700 Kanal. Das Fluoreszenzintensiti@gramm — normiert auf die maximale Intensitateigtz

die sehr gute Uberlagerung beider Kanéle.
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3.4 Die Markierung des STAT5b-SNAP in NIH3T3 Maus Fibrabalsten

Die Markierung mit verschiedenen BG-Substraten

Um die Eigenschaft des Guanins, die Farbstoffe noelar minder zu Léschen [69], zu
nutzen, wird versucht das STAT5b-SNAP in den NIH3Maus Fibroblasten mit
verschiedenen BG-Substraten zu markieren. In defnakume der Zelle mit dem
Fusionsprotein STAT5b-mCherry zeigt die Zelle einemogene Fluoreszenz. Bei der
Markierung des Fusionsprotein STAT5b-SNAP mit densehiedenen BG-Substraten ist zu
erwarten, dass die Zellen eine vergleichbare Fhramez aufweisen. Die Zellen die das
Fusionsprotein STAT5b-SNAP mit 50 ng/ml Dox expengn zeigen sowohl mit einer hohen
(5 uM) als auch einer niedrigen (0,2 uM) Konzemratan BG-Attto633 ein &hnliches
punktférmige Fluoreszenzmuster um den Zellkern lisiaat. Die Zellen die das
Fusionsprotein nicht exprimieren und mit der hoKemzentration an BG-Atto633 inkubiert
wurden, weil3en das gleiche Muster auf, wie dieefetlie das STATS5b-SNAP exprimieren
und auch mit der hohen Konzentration an BG-AttoG8&ibiert wurden. Daraus lasst sich
schlieBen, dass die Markierung mit BG-Atto633 nispezifisch ist. Die Markierung des
Fusionsproteins mit weiteren BG-Substraten (Tali#eReund Kapitel 6.1) weisen alle ein ver-
gleichbares punktférmige Fluoreszenzmuster aufddst punktférmige Muster endozytotisch
aufgenommenes BG-Substrat, welches sich noch itersp@ndosomen und Lysosomen
befindet [135, 136], ist davon auszugehen, dass gbtesteten BG-Substrate nicht
Zellpermeabel sind. Weitere Moglichkeiten, wie Mikijektion oder Transfektion, um die
Substrate in die Zellen zu bekommen sind sehrsstyesingriffe fur die Zellen. Der Grof3tell
der Zellen tberlebt solche Eingriffe nicht und 8en tGberlebenden ist nicht gewahrleistet, ob
ihr Verhalten aufgrund externer Stimuli oder dudah Eingriffe hervorgerufen wird.

Fur weitere Versuche wurde TMR-Star, ein Substest kieine Loschung zeigt, verwendet.
Somit lasst sich Protein-gekoppelter Farbstoff hicbon ungebundenem Substrat
unterscheiden. Allerdings ist der Farbstoff zeltpeabel und kann dementsprechend zur nicht

invasiven Markierung des Fusionsproteins verwengetien.
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Konzentration von TMR-Star und Waschschritte

Fur die Untersuchungen der Diffusion, der Bindumgl uler Aktivitdt von STAT5b in den
lebenden NIH3T3 Maus Fibroblasten ist es zunaaffistderlich die Markierung des Proteins
Zu optimieren.

Zunachst werden hierfur die Zellen mit verschiedeRarbstoffkonzentrationen von anfangs
2,5 UM bis schlie3lich 50 nM markiert. Die Markiagi mit Konzentrationen von 2,5 und
1 uM, in Zellen die das Fusionsprotein exprimieragigen stark fluoreszierende Punkte im
Zytosol der Zellen. Bei genauerem Betrachten Uberta diese Punkte eine homogen
Fluoreszenz der gesamten Zelle. Die Markierung dellen die kein STAT5b-SNAP
exprimieren weisen nur das Punktférmige Muster &iés lasst darauf schliel3en, dass der
Farbstoff bei der endozytotischen Aufnahme solchendonzentrationen, in den Vesikeln
verbleibt und zu der punktférmigen Markierung fuHdie Struktur der Fluoreszenz in der
Aufnahme ohne exprimiertes Protein gleicht deren dufnahmen mit BG-Atto633 (Kapitel
2.2) und allen weiteren BG-Substraten (Kapitel .60¢mnach fihrt die Markierung mit
hohen Konzentrationen zu einem sehr hellen undaxzifsgchen Signal.

Die Inkubation mit Konzentrationen von 100 und 30 zeigt eine Markierung der Zellen die
nahezu homogen ist ohne das lberlagerte, intenaygunktformige Muster. Im Zellkern ist
die Fluoreszenzintensitat etwas hoher als im ZytdSes liegt daran, dass die Zellen in
Medium mit Serum inkubiert sind und daher eine 8tienung des Rezeptors stattfindet. Die
Stimulierung fuhrt zur Akkumulierung des aktiviert®roteins im Zellkern das anhand der
hoheren Fluoreszenz zu sehen ist.

In den Aufnahmen mit 100 und 50 nM, die unter ddantischen Konditionen vorgenommen
werden, ist kein erheblicher Unterschied der Flspeazintensitat zur sehen. Folglich ist
anzunehmen, dass selbst mit 50 nM TMR-Star immah ngin Uberschuss an Farbstoff
gegeben ist, um moglichst alle exprimierten STABMAP Fusionsproteine zu markieren.
Die vom Hersteller empfohlene Konzentration (2,5t zu Artefakten und ist fur diese
Zelllinie deutlich zu hoch. Mit einer Konzentratiomon 50 nM wird eine homogene
Markierung der Zellen erreicht und entsprechendallg weiteren Experimente verwendet.
FUr die Nutzung des SNAP-Tag mit anderen Proteined anderen Zelllinien muss
vermutlich ein entsprechendes Markierungsprotodkagigearbeitet werden.

Da ein Uberschuss an TMR-Star eingesetzt wircdgdstotwendig zu prifen, ob und wie sich
der Uberschissige Farbstoff auswaschen lasst. Dafitten Aufnahmen nach jeweils einem
und zwei Waschschritten von Zellen gemacht, die Fliagein nicht exprimieren aber mit

Farbstoff inkubiert werden. Es ist deutlich zu enken, dass sowohl das Hintergrundsignal in
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der Kammer als auch innerhalb den Zellen nach dermiten Waschschritt erheblich
gegenuber einem Waschschritt abnimmt. Schon naah ¥YWaschschritten entspricht das
Signal etwa dem der Autofluoreszenz der Zellen. Hig@ weitern Experimente werden
mindestens drei und maximal vier Waschschritte igeéihrt, da das Waschen eine

Stressreaktion in den Zellen verursacht.
Regulierung des Fusionsproteins

Fur Einzelmolekul-spektroskopische Experimente mdigs Konzentration an markiertem
STAT5b-SNAP niedrig sein. Uber das Tet-Induktionyst®8m (Kapitel 1.1) lasst sich die
Starke der Expression steuern. Entsprechend stegEluoreszenzintensitat mit Erhéhung
der Dox-Konzentration bis 200 ng/ml, wahrend diebBtoffkonzentration bei 50 nM bleibt.

Wird die Dox-Konzentration auf 500 ng/ml erhoht Istin Anstieg mehr zu beobachten.
Zusatzlich sieht man auch bei Experimenten mithdsmhsten Dox-Konzentration Zellen mit
einer geringeren Fluoreszenz als fur die Expressiar200 ng/ml. Dies zeigt, dass sich die
einzelnen Zellen nicht gleich Verhalten, sondersiuintlich der Expression Heterogenitaten
aufweisen.

Prinzipiell ist es somit moéglich die Expression ldiner Dox-Konzentration niedrig zu

halten und damit eine geringe Konzentration an medm Protein und der gesamten

Fluoreszenz zu erzielen.

Spezifitat der Markierung

Anhand der bisherigen Erkenntnisse bezliglich derezwendenden Farbstoffkonzentration,
der Waschschritte und der Dox-Konzentration wurd@e elirekter Vergleich mit

unterschiedlich induzierten und markierten Zelleemgcht. Zellen die STAT5b-SNAP

exprimieren, mit TMR-Star markiert und entsprechegelvaschen werden, zeigen die
erwartete homogen Farbung. Zellen die kein Fusiatem exprimieren aber dennoch mit
Farbstoff inkubiert und anschlie3end gewaschen evemtigen nur eine geringe Fluoreszenz
um den Zellkern lokalisiert. Eine vergleichbare dfkszenz zeigen Zellen, welche kein
Protein exprimieren und auch nicht mit FarbstoKubiert werden. Diese Rest-Fluoreszenz
ist die Autofluoreszenz der Zelle. Folglich wird sd&rotein bei Expression spezifisch

markiert und Uberschussiger Farbstoff komplett awsgchen.
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Funktionalitat des Proteins

Um Aussagen Uber die Diffusions- und Bindungseigeaten von STAT5b als Komponente
des JAK/STAT Signalweg zu treffen, muss die Funmididat des markierten Fusionsproteins
bestéatigt werden. Bei der Aktivierung von STATS5brau den mit Epo stimulierten
EpoRezeptor dimerisiert das Protein und kann inlkéed an die Zielsequenz der DNA
binden. Diese Bindung fuhrt zu einer Akkumulation Zellkern, welche in einer Zeitserie
von 60 Einzelscans einer stimulierten Zelle tbeiMBOuten gezeigt wird (Kapitel 2.3.4 und
6.2) und die Funktionalitat des STAT5b-SNAP besuigei

Abschlie3end lasst sich feststellen, dass lUbevealigchiedenen Untersuchungsreihen fir die
Farbstoffkonzentration, der Waschschritte, der Bioxizentration und der Funktionalitat ein
Markierungsprotokoll des STAT5b-SNAP in NIH3T3 Makibroblasten erfolgreich etabliert
wurde. Mit diesem Protokoll ist es mdglich die Markng so zu steuern, dass mit

Einzelmolekul-spektroskopische Methoden MessungeisaAT5b moglich sind.
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3.5 FCS mit TMR-Star markiertemm STAT5b-SNAP

Die Diffusion des erfolgreich markierten und furktalen STAT5b-SNAP in NIH3T3 Maus
Fibroblasten wurde unter verschiedenen Bedingunigégrsucht. Die Punkt-FCS-Messungen
wurden zudem in unterschiedlichen Bereichen indlertiar Zellen vorgenommen. Uber XY-
und XZ-Scans kann die genaue Position des konfok&tdumens innerhalb der Zelle gesetzt
werden. So ist sichergestellt, dass die Messungeel®r im Zytosol oder im Zellkern
stattfindet und keine Uberschneidungen des konéok&lolumens mit der Zellmembran oder
den Kernkdrperchen im Zellkern erfolgen. Die Basigdion des Proteins wird in
unbehandelten Zellen gemessen, die in Medium miur8einkubiert wurden. Um alle
Vorgange der Zelle in einen sogenannten Ruhezustangersetzten werden sie gehungert,
dies geschieht mit Medium ohne Serum. In diesemeRustand wird die Diffusion von
STAT5b ebenso durch FCS-Messungen charakteridieet. mit Epo stimulierten Zellen
werden zuvor gehungert, so wird der aktivierte JBARAT Signalweg hervorgehoben. Die
FCS-Messungen werden nach drei3igminttiger Stinoaturchgefihrt.

Gegeniiber den unbehandelten Zellepe¢= 3,17 + 0,22 ufts”, Dzy = 4,97 % 0,24 pfis”)
weisen die gehungerten Zellend® = 3,97 + 0,25 pAts”, Dzt = 5,43 £ 0,22 uAts”) sowohl

im Zellkern @D =0,8und/s") als auch im Zytosol AD = 0,46 pmis”) erhdhte
Diffusionskoeffizienten auf. Die Ursache konnte djeringere Proteindichte innerhalb der
Zelle aufgrund des Hungerns sein [137], dadurchl wie Diffusion schneller. Sowohl fir die
unbehandelten als auch fir die gehungerten Zededié Diffusion im Zytosol schneller als
im Zellkern. Auch dies kénnte an der héheren Didimt&Kern gegentiber dem Zytosol liegen.
Im Fall der stimulierten Zellen (Rn = 4,39 + 0,54 pAis”, Dzt = 3,69 + 0,18 HAtS") nimmt
die Diffusion im Zytosol deutlich ab, wéhrend sie Zellkern zu nimmt. Dies fiihrt dazu, dass
sich das Verhalnis der Diffusion zwischen dem Zsik und dem Zytosol umkehrt. Das
aktivierte STAT5b dimerisiert, dies kann ein Gruiid die langsamere Diffusion im Zytosol
sein. Im Zellkern bindet das aktivierte STATS5b Blsner an die DNA. Ein Dimer welches
sein Bindungsmotiv (GAS) gefunden hat, ist an diedtelle immobilisiert und tragt nicht
mehr zu Fluktuationen der Fluoreszenzintensitat®emit tragen Dimere welche im Zellkern
diffundieren oder entlang der DNA wandern, um ihnndd&ingsmotiv zu finden zur FCS-
Korrelation bei. Dies kann die Ursache fur die sdleme Diffusion im Kern sein.
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Der Vergleich der Diffusionskoeffizienten mit Wamt@us der Literatur (Tabelle 3.1) zeigt,
dass die in dieser Arbeit gemessen Diffusionskoietfiten zwischen denen liegen, die fir die
Diffusion in der Membran und im Zytosol gefundenrden.

Chromophor alleine oder
) Zelltyp Membran Zytosol Zellkern Ref.
an Protein gebunden
mCherry-eGFP-Tandem ©11,9 £ 3,7 urffs
mCherry Hela "24,9+5,1 s [138]
eGFP " 20,4 +5,1 prfis
eGFP "12,5+1,3 urffs
COS-7 *8,7+1,0 urfis [119]
eGFP _
mitd, =2,3+0,1
eGFP " 22,6 £3,7 urfis
AK1-eGFP HelLa "12,6 + 3,4 urfis [139]
AK1B-eGFP "0,23+0,1 urfis | " 13,6 4,8 prfis
dil-C,, markierte Lipide
o P RBL | *0,8% 0,06 pfis® [118]
der Membran
Hela *25+ 7 unmis”
Cell Tracker Orange
+ (o}
CMTMR EMT6 40 + 12 privs
RBL *30+9 unys”
[121]
Octadecyl rhodamine
_ - RBL *0,8+0,2 pAs”
markierte Lipide
Cy-3 Uber Antikérper arn
RBL | *0,08 +0,05 pris’
IgE Rezeptor
GalNAc-T2-GFP *0,2 + punf/L7
GalT-GFP Hela *0,08 + pny/s™*® [122]
p24G1-YFP *0,3+ unt/s™®

" Normale Diffusion;” Anomale Diffusion

Tabelle 3.1:Diffusionskoeffizienten in lebenden Zellen aus Higeratur. In verschiedenen Bereichen der Zellen

gemessen. Entweder in der Zellmembran, im Zytodet am Zellkern.

Die in der Literatur gefundenen Diffusionskoeffizien der FP markierten Proteine oder von
Cell Tracker Orange im Zytosol liegen alle hohex die fir STAT5b-SNAP-TMR-Star. Die
Massen der Proteine sind < 50 kDa und der Cellkera©Orange hat ein Molekulargewicht

von 554,04 Da, wechselwirkt allerdings im Zytosakpezifisch mit Proteinen, daher ist die
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Masse der bezlglich der Diffusion gemessen Aggeegait Cell Tracker Orange nicht
bekannt. STAT5b-SNAP-TMR-Star hat eine Masse vanl®d kDa und ist damit deutlich
schwerer als die gezeigten mit FP markierten Rretailies fuhrt héchst wahrscheinlich zu
den geringeren Diffusionskoeffizienten. Ein Verglider Diffusionskoeffizienten innerhalb
dieser Arbeit zeigt ebenfalls eine langsamere Biffn des Dimers (3,69 + 0,18 {¥s) nach
Epo-Stimulierung innerhalb des Zytosols, als unbeklie (4,97 + 0,24 uffs") oder
gehungerte (5,43 + 0,22 i) Zellen.

Die einzelnen Messungen der Diffusionskoeffizienfén das Zytosol und den Zellkern
wurden immer in derselben Zelle durchgefiihrt. Ddhsst sich die Diffusion innerhalb des
Zytosols und des Zellkerns direkt vergleichen imdeie H&aufigkeiten des Verhaltins der
Diffusionskoeffizienten zwischen dem Zytosol unardgellkern aufgetragen werden.

Hier ist zu sehen, dass die Verteilungen und auelBrkite der Verteilungen unterschiedlich
sind. Fur unbehandelte ist sie breiter mit vielamsil3ern. Die Verteilung fir gehungerte
Zellen ist schmaler, auch am kleineren Starndateifepu erkennen. Vergleicht man die
Verteilung fur unbehandelte und gehungerte Zelleektd miteinander, so haben sie mit
1,45+ 0,51 und 1,43 +£0,32 einen sehr ahnlicherdidde Zellen die stimuliert werden,
weisen wiederum eine breitere Verteilung auf, déiexdian bei 1,1 £ 0,42 liegt.

Ein studentischer t-Test ergibt, dass sich die habéelten nicht von den gehungerten Zellen
unterscheiden. Allerdings lassen sich die unbeltrdeund gehungerten von den
stimulierten Zellen unterscheiden.

Die teilweise Umkehrung des Verhdltnis der Diffuskoeffizienten fur stimulierte Zellen
und die eindeutig trennbare Verteilung der Verhake zeigt, dass sich die
Diffusionseigenschaften in den verschieden Bereialher Zelle aufgrund der Stimulierung
andert. Somit lassen sich bei genlgend Einzel-PEGS-Messungen Veradnderungen der
Zellen — im Falle dieser Arbeit die Stimulierungsd@AK/STAT Signalwegs anhand der

Diffusion des STAT5b-Proteins — nachweisen.
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3.6 Bindungskinetik des STAT5b mit der Membran tber “VA-TIRF”

Uber “Variable-Angle-TIRF” werden die Wechselwirkgan des STAT5b Proteins mit der
apikalen Zellmembran untersucht. Diese Methode glictit es Videos mit mehreren tausend
Einzelbildern aufzunehmen, welche die Bindungenrdarkierten STATS5b-SNAP Proteine
mit der apikalen Zellmembran zeigen. Verbleibt eiarkiertes Protein Gber einen Zeitraum,
der in etwa der Belichtungszeit eines Einzelbildetspricht, an derselben Stelle, so wird es —
innerhalb eines ausgewahlten Bildausschnitts ime¥id fur dieses Einzelbild als ein mit der
Membran interagierendes Protein gekennzeichnet. d&ei Auftragung der Summe der
Ereignisse mit einer bestimmten Dauer, die eindtmoan derselben Stelle verblieb, kann,
sofern diese Dauer einer Gesetzmaligkeit unterlaigt mittlere Zeit der Wechselwirkung
bestimmt werden.

Im Fall aller Videos, sowohl denen mit unstimulgrtZellen als auch denen die 5 und auch
60 Minuten mit Epo stimuliert wurden, ist beim Awafgen der Anzahl der Ereignisse gegen
deren Dauer in einem doppelt-logarithmischen Grapkee lineare Abhangigkeit zu
erkennen. Dies bedeutet, dass keine konkrete Bgstlauer aufgrund eines bestimmten
Prozesses gegeben ist, sondern unspezifische Wetkaagen vorherrschen, welche tber
die gesamten Zeitintervalle gleich verteilt sind.

Die markierten STAT5b Proteine binden nicht nurdan aktivierten EpoR, sondern kénnen
auch von anderen Rezeptoren aktiviert werden [1B@her ist eine Wechselwirkung mit
anderen, wenn auch nicht aktivierten Rezeptorenhtni@uszuschlielen. Diese
Wechselwirkungen kénnten in den Aufnahmen der Birgdan den EpoR Uberlagert sein. Des
weiteren ist es mdglich, dass eine unspezifiscterdiktion des Proteins mit der Zellmembran
zu Signalen unterschiedlicher Zeiten fuhrt, welebenfalls der gesuchten Bindung tberlagert
sind. Es ist auch keine Verédnderung in der Bindmeisnverteilung abhangig von der
Stimulationsdauer zu sehen. Demnach ist mit didsedysevariante keine Bestimmung der
Bindungsdauer von STAT5b an den EpoR maoglich.

Um die Bindungen des STAT5b an den EpoR zu diskigngn, ist eine Co-Markierung der
beiden Proteine erforderlich. Werden Videos aufgemen in denen die Markierungen
gleichzeitig dargestellt sind, koénnen ausschliél3ldie Wechselwirkungen in Betracht
gezogen werden, bei denen eine Kolokalisation egtli

Die aufgenommenen Videos lassen sich zusatzlich dafSTATS5b-Gesamtaktivitat hin
auswerten. Hierfir werden alle Bindungsereignissedem gewahlten Bildausschnitt des

92



Diskussion

Videos summiert und auf die Flache des Bildaussishmiormiert. Die durchschnittliche
Frequenz der Ereignisse aufgetragen fur die jegesili Stimulationszeiten zeigt die
Bindungsaktivitat von STAT5b an der apikalen Menmbr®ie hochste Aktivitat liegt bei
einer Stimulationszeit von 7,5 min vor, danacht féi ab um bei 60 min wieder die Frequenz
des Anfangswert ohne Stimulation zu erreichen. Ahalyse der Videos von Zellen, die das
STATS5b als nicht bindende Mutante exprimieren, eeigum Zeitpunkt der hochsten Aktivi-
tat fur die funktionalen Proteine nur die gleichesBaktivitat wie fur nicht stimulierte Zellen.
Die Bindungsaktivitat ist abhangig von der Epo-Sftiationzeit, wahrend sich die
Bindungsdauer fir unterschiedliche Stimulationgzeihicht &ndert. Die Begriindung kann
darin liegen, dass sich die Bindungsdauer nicltahanigkeit von der Stimulation andert, die
On-Zeiten folglich gleich bleiben. Da die Aktivitétber steigt, erhoht sich entweder die
Frequenz mit der STAT5b mit dem Rezeptor wechsktwidas bedeutet die Off-Zeiten
werden kurzer oder es werden mehr Rezeptoren ams idgazellularen Pool an die
Zellmembran rekrutiert. Becker et al konnten zejgdgmss die Menge an phosphorylierten
EpoR von der Ligandenkonzentration und der Stimadaizeit abhéngig ist [141]. Die
hdchste Phosphorylierung wurde fir eine Stimulaizeit von 7,5 min bestimmt. Dies deckt

sich sehr gut mit der in dieser Arbeit gefundenéchisten Aktivitat des Proteins bei 7,5 min.
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3.7 Bildkorrelation der “Variable-Angel-TIRF” Aufnahmen — ImTIR-FCS

Werden die Parameter fur die Aufnahme der Video&ndert und die Belichtungszeiten der
Einzelbilder auf nur 5ms zu reduziert, so ist edglech Uber ImTIR-FCS [100, 142]
Diffusionskoeffizienten des STAT5b zu analysierenden aufgenommen Videos lasst sich
nur etwa die Halfte der 64 x 64 Pixel zur Auswegitnutzen, dennoch ist es damit unter den
gegebenen Einstellungen mdglich fur ein Video 6098 Korrelationen zu erhalten. In den
Analysen, die von J. Saranka (NU Singapore) duiitingewurden, wird ein Vorbleichen und
eine Bleichkorrektur bericksichtigt. Diese Korraktu sind aufgrund der hohen
Anregungslaserintensitat von 2 mW notwendig [143].

Es wurden Videos von Zellen unter vier verschiedeBedingungen aufgenommen. Zum
einen NIH3T3 Zellen, die funktionales STAT5b-SNARpemierten. Von diesen wurde je ein
Video ohne Epo Stimulierung und nach 5 min Stintulig aufgenommen. Zum anderen von
NIH3T3 Zellen, die das nicht bindende STAT5b-SNA®ranierten. Auch hier wurde ein
Video ohne Stimulierung und eines nach 5 min Statiohszeit aufgenommen.

Die Diffusionskoeffizienten des funktionalen STATSb mit (1,5 + 1,0 pAts) oder ohne
(1,4 + 0,8 purfis) Stimulation sind nahezu gleich. Auch fiir dieldbiens-Mutante ist der
Unterschied fir stimulierte (2,4 + 1,0 fifs) und nicht stimulierte (2,0 + 1,3 fifs) Zellen
gering. Fur beide Zellvarianten liegt der Diffusséineffizient tGber dem Bereich der flr
Diffusionen in der Membran gefunden wurden (Tabdll@). Der groRe Fehler fur die
Diffusionskoeffizienten liegt womdoglich daran, dasehrere Komponenten zur Diffusion
beitragen, gebundene und freie Proteine. Die Anpeagsiber das Modell fur
zweidimensionale Diffusion kann die Beitrdage nichnterscheiden. Die erhaltenen
Diffusionswerte liegen zwischen der Diffusion im tdgol und einer Diffusion von
Transmembranproteinen. Die erhaltenen Diffusionkaenten tUber diese Analyse kdnnten
eine Mittelung dieser Werte widerspiegeln. Der Wsthied in der Diffusion zwischen dem
funktionalen Protein und der Deletions-Mutante, dim 30 bis 40% schneller ist, liegt
entsprechend daran, dass keine Bindung an Rezemdodgen kann.

Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass migggebenen Aufbau die Aufnahmen und
Analysen von langsamen Diffusionsprozessen, wieirsigler Zellmembran vorkommen,
maoglich sind.

Auch hier wirden schnellere Kameras, wie CMOS-KawetJntersuchungen schnellerer

Prozesse ermdglichen.
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4 MATERIAL UND METHODEN

4.1 Die verschiedenen Modifikationen der Zelllinie unddie Kultivierung der NIH3T3

Maus Fibroblasten

In dieser Arbeit werden verschiedene genetischeifiéfatdonen des STAT5b Proteins in

NIH3T3 Maus Fibroblasten verwendet. Zunachst wiad @TAT5b mit mCherry fusioniert.

Fur weitere Experimente wird das funktionale Prot8TAT5b und STAT5b, welches nicht
am Rezeptor binden kann (STAT5b-del), mit dem SN&R2usioniert.

Die Plasmide und Zelllinien mit dem SNAP-Tag wurdem Susen Latterman in der Arbeits-
gruppe von U. Klingmuller am DKFZ (Deutsches Krass€hungszentrum Heidelberg)

konstruiert und freundlicherweise fir eine Kooperatzur Verfligung gestellt.

Klonierung des Fusionsproteins STAT5b-mCherry

Im folgenden werden die nétigen Schritte fir diemiérung des Fusionsproteins STAT5b-

mCherry und dessen stabile Transduktion in die NIBiBlaus Fibroblasten erlautert.

4.1.1.1 Aufreinigung von Plasmid DNA

Plasmid DNA wird sowohl fur kleine analytische asch fur grol3e praparative Mal3stabe
Uber E. coli Kulturen vervielfaltigt. Fur die hoch effizienteransformation von Plasmid
DNA, wird der chemisch kompetente. coli Bakterienstamm Subcloning Efficied®y
DH5a™ Zellen (Life Technologies, Darmstadt, Deutschlandrwendet. Zur DNA-
Isolierung im kleinen Mal3stab, werden transformeidét coli Zellen (4.1.1.4) von der
Kulturplatte Gber Nacht (4/N) bei 37°C in 1 -5 B Medium mit 100pug/ml Ampicillin
inkubiert. Die Aufreinigung erfolgt iber das QIApfeSpin Miniprep Kit (Qiagen, Hilden,
Deutschland) gemald den Vorgaben des Herstellees.Herstellung der Plasmid DNA im
groBen Mal3stab erfolgt tber 50 pl einer transfameiB. coli Kultur die in 200 ml LB
Medium mit 100 pg/ml Ampicillin fur 16 — 18 Stunddrei 37°C inkubiert werden. Deren
Aufreinigung wird mit dem JETSTAR 2.0 Maxi Kit (Gemed, L6hne, Deutschland) gemaf3

den Vorgaben des Herstellers durchgefihrt.
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Die Konzentration der DNA L6sungen wird Uber die sAlption bei 260 nm am

Absorptionsspektrometer (siehe 4.3.2) bestimmt.
4.1.1.2 DNA-Sequenzierung

Die DNA-Sequenz wird Uberpruft durch den Sequeseietice des Unternehmens MWG
Biotech AG, Martinsried, Deutschland. Daflr wirdu@ der DNA gel6st in ddyD zur
Verfiigung gestellt.

4.1.1.3 Vervielfaltigung der DNA

Fur die gezielte Vervielfaltigung der DNA durch ddR wird ein PTC-200 ThermoCycler
(MJ Research, Quebec, Kanada) verwendet. Die Zgklehl und —dauer sowie die
Annealing-Temperatur werden entsprechend der zuareemden Produktlange und den
Primern gewahlt. Die PCR wird in einem Reaktionsweén von 50 pl durchgefihrt Die
50 pl Lésung beinhalten 50 ng DNA-Vorlage, 100 gdgr dNTP (Life Technologies), 1 uM
der Vorwarts- und Ruckwartsprimer, 10% DMSO, 2,MHeiten ClonedPFU DNA
Polymerase (Stratagene) und den Puffer gemal} deyaben des Herstellers,.

4.1.1.4 Klonierung von DNA Fragmenten

Um spezifische DNA-Sequenzen zu erstellen, wird Restriktion der DNA von Typ I
Endonukleasen in einem Reaktionsvolumen von 2@vglches 0,5 — 1 ug Plasmid DNA, 5
Einheiten des Restriktionsenzyms und 2 pl des hOfaaffers nach den Vorgaben des
Herstellers (New England Biolabs), durchgefiihrie DINA Fragmente werden anschlieend
Uber ein 1%iges Agarosegel (Life Technologies) 18 ng/ml Ethidiumbromid aufgetrennt
und aus dem Gel extrahiert. Nach der Elution untiteéhigung der DNA Fragmente mit dem
Gel Extrahierungs-Kit Qiaékll (Qiagen), wird der Vector und ein 2 — 3fachevdischuss
der einzusetzenden DNA mit 1 pl der Quick T4 DNAydse (New England Biolabs) fir 30
min bei Raumtemperatur ligiert und schlielich ionipetente DH& E. coli Zellen
transformiert. Fir die Transformation werden 5@pt kompetenten DHbZellen auf Eis
aufgetaut, mit 0,5 ug Plasmid DNA oder 5 pl desatimnsansatzes versetzt und gemischt.
Nach 20 min Inkubation auf Eis werden die Zelleneen Hitzeschock (5 min bei 37°C)
unterzogen und daraufhin wieder fir 10 min auf Hisubiert. AnschlieRend werden die

Zellen in 1 ml LB Medium ohne Ampicillin aufgenommend fiir 30 min bei 37°C gehalten.
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SchlieRlich wird dieE. coli Suspension abzentrifugiert, 900 pl des Uberstaadsorfen und
die Zellen in dem Gesamtvolumen von 100 pul resudipen Die Zellsuspension wird auf eine
TB Agarplatte gestrichen, welche U/N bei 37°C inkutbwird. Fur die weitere Kultivierung
in LB Medium mit 100 pg/ml Ampicillin werden einzed Kolonien von der Platte

ausgewahlt.

4.1.1.5 Konstruktion des Plasmids pMOWSIN-TRE-T-STAT5b-m@ke

Das Plasmid pMOWSIN-TRE-T-STAT5b-mCherry wird awsrdPlasmid pMOWSIN-TRE-
T-STAT5b-eGFP (freundlicherweise zur Verfugung ghistvon A. Pfeifer und U.
Klingmiller, DKFZ Heidelberg) erstellt. Das DNA Fment mCherry (freundlicherweise zur
Verfigung gestellt von A. Pfeifer und U. KlingmiilleDKFZ Heidelberg) wird mit den
entsprechenden Primern mittels einer PCR vervigjfalnd anschlieRend wie auch der
Vektor mit den Enzymen Ndel und Pacl verdaut. Derdéu des Plasmids und der DNA
Fragments wird mit 1 pl der Quick T4 DNA Ligaseidid.

4.1.1.6 Transiente Transfektion der Phoenix eco Zellen

Die Kultivierung der Virus verpackenden Phoenix &adllinie erfolgt mit DMEM, versetzt
mit 10% fotalem Kélber Serum (engl. ,foetal calfrg®” — FCS) und 1% Antibiotika
(Penizillin 20000 U/ml und Streptomycin 10000 pghnP/S). Die Selektion von stabil Gag-
Pol-Env exprimierenden Phoenix eco Zellen wird Ulake Behandlung mit 2 pg/ml
Diphtherie Toxin (Calbiochem) und 200 pug/ml Hygranmy B (Roche Diagnostics,
Mannheim, Deutschland) gewahrleistet. Die Phoenixo eZellen werden mit

TrypLE™

Express ohne Phenolrot (Gibco, life technologies) 3 Minuten im Inkubator
abgel6st 1:10 verdunnt, in einer 10 cm Kulturschaleiter kultiviert und nicht langer als 2
Wochen vor der Transfektion kultiviert.

Um den Virusuberstand fur die darauf folgende TdakSon zu erzeugen, werden die
Phoenix eco Zellen Uber die Kalzium-Phosphat Methoansfiziert. Die Transfektion erfolgt
im kleinen Maf3stab in 6-Kammer-Platten (Gibco).

Die Zellen werden 16 — 18 Stunden vor der Trangfekmit einer Dichte von 8xf(zellen
pro Kammer gesetzt. Eine Mischung von 10 pg PladbiN@\ in Losung und 12,5 pl Cagl
(2,5M) mit ddHO auf 125 pl aufgefiillt werden unter vortexen zwb 2 2fach HBS
(280 mM NacCl, 50 mM HEPES, 1,5 mM pPO;, pH 7,05) gegeben, um das Prazipitat zu

erzeugen. Die Suspension wird zu den Zellen zupktrBur eine effiziente Aufnahme der
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DNA werden die Zellen 6 —8 Stunden in DMEM mit 281 Chloroquin inkubiert.
Anschlieend wird das Medium durch IMDM mit 30% FCB% P/S und 50 unf-
Mercaptoethanol ersetzt. Nach 16 — 18 Stunden déndRetrovirus enthaltende Uberstand
abgenommen und filtriert (0,45 um Filter (MillipdyeDer Uberstand wird entweder direkt

fur die Transduktion benutzt oder kann bis zu 3 Merbei —80°C gelagert werden.

4.1.1.7 Retrovirale Transduktion

Um die NIH3T3 Maus Fibroblasten stabil zu transdtem, werden 250 pl des retroviralen
Uberstands mit 8 pg/ml Polybrene versetzt, mit $X4MH3T3 Zellen gemischt und fiir 2
Stunden bei 340 g und 37°C in 2 ml Rundboden Migntafugen Réhrchen zentrifugiert.
Anschlieend werden die Zellen fiur 48 Stunden inan&ard-Medium Kkultiviert und
schlie3lich mit 1,5 pg/ml Puromycin als Selektiangaiotika fir das STAT5b-mCherry

Plasmid weiter kultiviert.

Zellkultur der NIH3T3 Maus Fibroblasten

Die Zellen lagern in Kryordhrchen mit einer Konzation von 1x18 Zellen pro ml in 90%
neugeborenen Kalber Serum (engl. “Newborne Calfiifer NCS, (PAN-Biotech)) und 10%
Dimethylsulfoxid (Sigma-Aldrich) in Flussigstickgfoin einem Kryotank. Zum Auftauen
werden die Zellen in Kryoldsung in 9 ml 37°C warni®#§EM (Gibco, life technologies) in
ein 15 ml Rohrchen (Greiner Bio-One) suspendierd wmt einer Zentrifuge (Beckman
Coulter Allegra X-12) fiir 5 min bei 1000 U/min (283 abzentrifugiert. Der Uberstand wird
abgesaugt, das Zellpellet in 10 ml DMEM + NCS (10%guspendiert, die Losung in eine
10 cm Zellkulturschale (Greiner Bio-One) uUberfulrid zur Kultivierung inkubiert. Alle
Zellinkubationen finden bei 37°C, 100% Luftfeuckig und 5% CQ Atmosphare statt. Je
nach Zelllinie werden am néachsten Tag die entspredn Selektionsantibiotika (jeweils von
PAA) hinzugegeben (Tab. 4.1).

Antibiotika NIH3T3 Zelllinie mit den Plasmiden

Puromycin PMOWSIN-TRE-T- | pMOWSIN-TRE-T-del-| pMOWSIN-TRE-T-
STAT5b-SNAP26m | STAT5b-SNAP26m STAT5b-mCherry

G 418 Sulfat pMOWS-HA-EpoR pMOWS-HA-EpoR pMOWS-HAER

Tabelle 4.1:Selektionsantibiotika fur die Plasmide der entshemden Zelllinien.
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4.1.2.1 Kultivierung und Probenvorbereitung

Zur Zellkultivierung oder fur die Probenvorbereituwerden die Zellen gesplittet. Hierflr
werden die Zellen zunachst 1x mit 10 ml PhosphaifeBuSaline (PBS, Sigma-Aldrich)
gewaschen, daraufhin mit 2 ml Tryp['#Express ohne Phenolrot (Gibco, life technologies)
fur 5 Minuten im Inkubator von der 10 cm Kulturstthabgeldst. Anschliel3end wird durch
Zugabe von 3 ml DMEM ohne Phenolrot (Biochrom) + 3N(C0%) das TrypLE'Express
inhibiert, die Zellen werden homogen resuspendied mit einer Neubauer Zahlkammer
gezahlt.

Fur die Kultur der Zellen werden aus der Zellsuspem 1x18 Zellen fiir 4 Tage und 2x10
Zellen fur 3 Tage Inkubation in eine 10 cm Schadsegzt, auf 10 ml mit DMEM aufgefullt
und entsprechend Selektionsantibiotika (s. Tabh.zu@egeben.

Fur die Probenvorbereitung zu FCS- und DIFIM-Megmm werden, um eine geeignete
Zelldichte zu erreichen, 1xi@ellen pro Kammer in eine p-Slide 8 well (ibidgsptzt. Die
Kammern werden mit DMEM ohne Phenolrot und auf g0@ufgefillt. Zusatzlich wird dem
Medium in einer bei den jeweiligen Experimentengafihrten Konzentration Doxyzyklin
zur Expression des Fusionsproteins zugegeben. Zdhérferen werden die Zellen tber
Nacht inkubiert.

Die Probenvorbereitung fur TIRF-Messungen erfolgea die zu den FCS- und DIFIM-
Messungen, bis auf die Ausnahme, dass 8 Well Lad¥r&ammerdeckglaser verwendet
und aufgrund der geringeren Kulturoberflaiche nuf0r@ellen pro Kammer eingesetzt

werden.
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4.2 Kopplung der BG-Substrate

Die BG-Farbstoffsubstrate werden durch Umsetzung @Benzylguanin-NH (Covalys,
Witterswill, Schweiz) mit Farbstoffen, aktiviert aun N-Hydroxy-Succinimidyl (NHS) an einer
Carboxylgruppe, hergestellt. Die Farbstoffe werdmmeits NHS-aktivert vom Hersteller
bezogen. Mechanistisch lauft die Reaktion nach d&& ab, wobei das N-Hydroxy-
succinimid durch einen nucleophilen Angriff desidre Elektronenpaars das BG-blldm
Carboxyl-Sauerstoff substituiert wird (Abbildund. .

o~ in DMF
O  3hbei30°C

o 0

</Nf)N\ NH, + i p DIPER fN + ﬁ
/

NTONTNR, U HOO O

Abbildung 4.1: Der Reaktionsmechanismus,Zsdes BG-NH mit einem NHS-aktivierten Farbstoff (R).

Die Reaktion wird in DMF unter Zugabe der Hilfsba3gsopropylethylamin (DIPEA) fur
ca. 3 Stunden im Schiuttler unter LichtausschlusS8®¥C durchgefiihrt. In einem Ansatz von
200! DMF wird das BG-NHK bei einer Konzentration von 1mM vorgelegt, derbStoff
wird im 1,2fachen Uberschuss zugegeben und zunu§gl,1 pl DIPEA hinzugefugt.

Die Trennung des BG-Farbstoff Substrats von dehtnimgesetzten Reaktanden erfolgt tGber
eine Reversed-Phase HPLC-Saule. Nach der Aufreigigiber die Hochleistungsflissig-
keitschromatographie (engl. ,high performance kigechromatography“ — HPLC) wird der
BG-Farbstoff im Vakuum getrocknet, anschlieend DMF aufgenommen und die
Konzentration mit einem Absorptionsspektrometertibent. Die Ausbeuten der Kopplung
lagen je nach Farbstoff zwischen 50 und 70%.

Folgende Substrate wurden gekopplet:

BG-Substrat Ausbeute BG-Substrat Ausbeute
BG-Atto550 67% BG-Atto633 54%
BG-Atto620 62% BG-Atto647N 65%
BG-AttoRho14 59% BG-AttoOxal2 51%
BG-MR121 66% BG-Atto700 69%

Tabelle 4.2: Auflistung aller gekoppelten BG-Substrate und defepplungsausbeuten.
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Aufreinigung tber die HPLC

Die Aufreinigung der BG-Substrate wird mit einerabischen (Stoffmengen bis 5 nmol)
HPLC-Anlage 1100 Series LC (Agilent Technologies, Boblingen, Deutschland)
durchgefiihrt. Zur Trennung wird eine HyperClBhe Revesed-Phase-Saule (Phenomenex,
Aschaffenburg, Deutschland) mit einer Lange von 260 und einem Innendurchmesser von
4,60 mm verwendet. Die PartikelgréRe betragt 5 mchdie PorengroRRe 120 A.

Als Laufmittel wird eine 0,1 M Triethylammoniumaeet_osung (TEAA, pH 7,4, Laufmittel
A) in Wasser und eine L6sung von 0,1 M TEAA in 2588asser und 75% Acetonitril
(Laufmittel B), verwendet. Der Gradient verlaufidiar von 100% A nach 100% B lber eine
halbe Stunde.

Wahrend des Laufs werden die Absorptionen erstens260 nm und zweitens bei der
Wellenlange des Absorptionsmaximum des jeweils eaneten Farbstoffs gemessen. Die
Anregung der Emission erfolgt mit einer Wellenlangez vor dem Absorptionsmaximum,

wéahrend die Detektion auf das Emissionsmaximumggelad.

Bestimmung der Konzentration am Absorptionsspekétem

Fur die Bestimmung der Absorption der gereinigtéa-Bubstrate wird ein Cary 500 Scan
Absorptionsspektrometer (Varian, Darmstadt, Deussal) verwendet. Die Messung der
Proben erfolgt in Suprasil-Quarzglas-Halbmikrokieet(Hellma, Mihlheim, Deutschland).

Ist der Extinkitionskoeffizient bekannt, so kanneiilas Lambert-Beersche-Gesetz (vergl.

Gleichung 2) die Konzentration ¢ der gemessenehePbestimmt werden:

c=Akxd

Hier gibt A die Absorption, die direkt gemessen dviund d die Weglange die das

Anregungslicht in der Losung innerhalb der Kivettelicklegt, an.
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4.3 Experimenteller Aufbau fir die DIFIM-Messungen

Die DIFIM-Messungen wurden an einem eigenstanditgehauten, konfokalen Aufbau
durchgefuhrt. In Abbildung 4.2 sind die Hauptbesdtaiie skizziert.

/Probe
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L L

: L
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Abbildung 4.2: Schematische Darstellung des DIFIM Aufbaus.

Fur die Anregung des FPs mCherry wurde als Lichigwsn kontinuierlich emittierender
(engl. “continous wave” — cw) Diodenlaser (Cobaite] Cobolt AB Solna, Schweden) mit
der Wellenldnge von 561 nm und einer Ausgangslegsteon maximal 50 mW eingesetzt.
Der Laserstrahl wird zunachst in eine Faser eingpé&lh. Nach dem Austreten aus der Faser
wird der Strahl durch einen Anregungsfilter (560dADF AHF Analysentechnik, Tubingen,
Deutschland) geleitet, Uber ein sogenanntes Teteskdgeweitet und parallelisiert und
anschlieBend Uber mehrere Spiegel in das Mikrogiopovert S100 TV, Zeiss, Jena,
Deutschland) eingekoppelt. Im Mikroskop wird das régungslaserlicht mit einem
dichoritischen Spiegel (585 DRLP, AHF AnalysentakhMibingen, Deutschland) in das
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Wasserimmersionsobjektiv (Plan-Apo, 60x, 1,2 NAyr@bus Deutschland GmbH, Hamburg)
geleitet und Uber dieses in die Probe fokussieas Bluoreszenzlicht wird von demselben
Objektiv gesammelt und durch den dichroitischene§gi vom Anregungslicht separiert.
Durch eine Sammellinse wird das Fluoreszenzlicht ame Lochblende von 80 um
Durchmesser fokussiert, so kann Streu- und Hintedjicht, das nicht aus der Fokusebene
stammt, geblockt werden (Kapitel.3). Eine weiteram$&ellinse kollimiert den Strahl,
welcher auf einen 50/50 Strahlteilerwtrfel (LINO8Sd®nics GmbH & Co. KG, Géttingen,
Deutschland) trifft. Das so aufgeteilte Fluorestieht wird mit Linsen vor den APDs
(SPCM-AQRH-14, Perkin Elmer, Massachussetts, USA)ilare aktive Flache von 180 pum
Durchmesser fokussiert. Zusatzlich befindet sich jeder APD noch ein Detektionsfilter
(630/DF75, AHF Analysentechnik, Tubingen, Deutsod)a Das detektierte Fluoreszenz-
signal wird an TCSPC-Karten (SPC-134, Becker&Hi@&erlin, Deutschland) weitergeleitet.
Diese verarbeiten das Signal im FIFO-Modus (engitst-in, First-out”) und speichern die
Informationen, zusammengesetzt aus Mikro- und Maktaind dem Detektionskanal.

Bei der Verwendung von gepulsten Lasern wird dasdrynal des Laser-Treibers mit den
TCSPC-Karten synchronisiert, so ist die Messung Fluoreszenzlebensdauern und damit
eine weiter Diskriminierung des Farbstoffes moglich

Ein wesentlicher Bestandteil fir die DIFIM-Messungst ein dreidimensional steuerbarer
Probetisch. Der maximal abzutastende Bereich desh3ibetragt 100 x 100 x 20 um. Er
beinhaltet einen dreidimensional geschlossenen ofSeanner P561.3CL (Physikal
Instruments (PI), Karlsruhe, Deutschland) und vzindammen mit einem Dreikanalverstarker
E-502.00 und einer kapazitiven Sensor-KontrolleinBE&809.C3A (jeweils PI) verwendet. Die
Steuereinheit des Tischs ist Uber eine PCI-6713ekart dem Computer verbunden. So kann
die Bewegung des Tischs Uber das entsprechendeaRmog welches zuvor in dieser Arbeits-
gruppe von C. Roth und D.-P. Herten in LabView {National Instruments, Deutschland)
entwickelt wurde, mit den Signalen der TCSPC-Kaggmchronisiert werden [128, 144].

Es besteht auch die Option an diesem Aufbau direttels einer Hardware-Korrelator-Karte
(ALV5000/E-Karte, ALV-Laser Vertrieb, Langen, Dedlidand), die das Signal direkt
korreliert, FCS-Messungen durchzufuhren. Hierfurdwdas Signal der APDs an die Karte
weitergegeben. Sie verfugt Uber 2 Kanale, welcleeDtektion mit theoretischen Zahlraten
von 125 MHz ermdglicht. Durch die 2 Kanale sind éwtoder Kreuzkorrelationen
realisierbar. Die Ansteuerung und Einstellungen Harte erfolgt Uber die mitgelieferte
Software (Versiori.4.9.3.

Am Mikroskop steht ein weiterer Ausgangs-Port zerfugung, an welchem eine CCD (engl.
“Charge-Coupled-Device”)-Kamera (Imager 3, PicastaVision, Goéttingen, Deutschland)
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angebracht ist. So kénnen zum einen Durchlichtbildefgenommen werden und zum
anderen erlaubt die Anregung mit einer Quecksilbagflampe (HBO 50 Short Arc Lamp,
Osram, Minchen, Deutschland) und dem Filtersatz Ekas Red, mCherry (AHF
Analysentechnik, Tibingen, Deutschland) Weitfeldalimen der fluoreszenzmarkierten
Zellen. Angesteuert wird die CCD-Kamera mit dert®afeDaVis 5.3.5

4.4 Durchfihrung der FCS- und DIFIM-Messungen von MausFibroblasten die das

Fusionsprotein STAT5b-mCherry exprimieren

Die Zellen die Uber Nacht im Inkubator adharieridsund STATSb-mCherry exprimiert
haben werden vor den Messungen mit dem entspreehéviddium gewaschen. Fur die FCS-
Messung sind die Zellen zunachst unbehandelt. Hienird das Medium lediglich mit
DMEM ohne Phenolrot + NCS und Zugabe von 25mM HERESgetauscht. Vor der FCS-
Messung wird mit der CCD Kamera sowohl eine Flupeag- als auch eine
Durchlichtaufnahme der Zelle gemacht. Die Belickjgreiten werden entsprechend mit der
Software DaVis eingestellt. AnschlieRend wird dexzB-Tisch so verfahren, dass ein Bereich
im zytosolischen Teil der Zelle im Laserfokus piatizist. Der Laserfokus selbst ist in axialer
Richtung so positioniert, dass er unmittelbar (desrProbentrageroberflache liegt. Mit einem
Graukeil Filterrad wird die Leistung des Lasers a0DuW vor der Einkoppelung in das
Objektiv eingestellt. Gemessen wird die Leistung minem Powermeter (Nova, Ophir-
Spiricon, Ahrensburg, Deutschland) und einem arfgessenen Photodiodensensor (PD300-
3W, Ophir-Spiricon, Ahrensburg, Deutschland). Im 8eftware fur die Hardware-Korrelator-
Karte wird die Korrelationszeit auf 1 min eingeltdDie Datensatze fur die aufgenommenen
Korrelationen und die Intensitatsspuren werden ngi@8.6G (OriginLab, Northampton,
USA) importiert und weiterverarbeitet. Die Anpasgutler Korrelationskurven erfolgt mit
unterschiedlichen Modellfunktionen (Kapitel 1.3 uhd.1).

Fur die DIFIM-Messungen werden mit der CCD-Kameranee Durchlicht- und
Fluoreszenzaufnahme vor und eine Fluoreszenzaummatawh dem Scan gemacht. Vor dem
Scan wird die Laserleistung auf 100 uW eingesteitl Gber das Okular die Zelle so in den
Laserfokus platziert, dass die gescannte Regioerlmatb der Zelle einen Teil des Zellkerns
und des Zytosols und einen Kkleinen Bereich aullerhdgr Zelle beinhaltet. Die
Datenaufnahme und Einstellungen werden in dem bVieaw 7.0 geschriebenen Programm
DAQ-Linescann vorgenommen. Es erstellt Fluoreszgamsitatsaufnahmen und zeichnet die

Fluoreszenzintensitatsspuren der einzelnen Pixel laudem Programm lassen sich die
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Distanzen, die der Piezo-Tisch in diskreten Sdahritbbrastert, festlegen. Typischerweise
werden Schrittweiten von 50 — 100 nm gewahlt. Whitelassen sich die Lange und Breite
der Region und auch die Verweildauer pro Pixeltelten. Die gesamte zu scannende Region
sollte eine Pixelanzahl von 5000 nicht Uberschmeitia sonst die gesamte Aufnahmezeit bei
Verweildauern bis zu 100 ms pro Pixel zu lange wd@e Auswertung wird mit dem
Programm ANALinescan durchgefuhrt. In dieser Ausweg werden die in DAQLinscan
aufgenommenen Intensitatsspuren analysiert. Es ghicht die Korrelation jeder Spur der
einzelnen Pixel. Fur die Korrelation wird ein 2D fiDsionsmodell angenommen. Es
verringert den Rechenaufwand erheblich und gibenster Nahrung einen Wert fir die
Diffusionszeit an, mit dem es mdglich ist relativaterschiede innerhalb eines Scans zu
zeigen. Zusatzlich zu der Diffusionskarte, die jéden Pixel eine Diffusionszeit angibt,
werden entsprechend Karten fiir die Amplitude derrélation und fiir das reduzierte €hi

erzeugt.

4.5 Experimenteller Aufbau fur die FCS-Messungen

Fiur die FCS-Messungen an den mit dem SNAP-Tagriiesi@n Zellen wurde ein modifizier-
tes Leica TCS SP5 X Mikroskop (Leica Microsystenslibl, Wetzlar) verwendet. In Ab-
bildung 4.3 ist der prinzipielle Aufbau des FCS Enerungsset an das Mikroskop skizziert.

Laser
SYNC
Z
8
PicoHarp 300 PHR 800
1
Y uss Ccho 2
RT Ch1 [—max.2m | o4 3
CTRL |Max-2m | oyRL 4

Trigger
Unit

SPCM SPCM
AQR14| | AQR14

Abbildung 4.3: Die schematische Darstellung des Kompakt FLIM B Erweiterungsset fir konfokale

Laser-Scanning Mikroskope von PicoQuant, implenaghin ein TCS SP5 X von Leica.
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Das Laser-Scanning Mikroskop ist mit einem 80 MHgpuysten Weildlicht-Laser ( WLL,
SuperK Extreme, Koheras, Danemark) als Anregungdlequersehen, die es ermdglicht im
Wellenlangenbereich von 471 bis 670 nm auf Nanom@emnauigkeit Fluoreszenzproben
anzuregen. Grundlegend entspricht der Aufbau deesebtandard CLSM (Kapitel 1.3). Eine
Ausnahme ist die Nutzung eines akusto-optischeterF{engl. ,,Acousto-Optical Tunable
Filter* — AOTF), uber welchen die Anregungswellerdé gewahlt wird. Er ist kontinuierlich
abstimmbar und kann gleichzeitig die Laserintebsitégulieren [145]. Eine weitere
Modifikation besteht in dem LSM-Upgrade Kit der A PicoQuant, Berlin. Die Implemen-
tierung dieses Kits ermdglicht es, mit diesem Makap zeitkorrelierte Einzelphotonen-
zahlung (TCSPC) [146] durchzufiuhren. Dafir wurde 8sstem mit einem 4-Kanal Detektor
Router PHR 800 (PicoQuant) zur Signalkorrelation 3 zu vier APDs, der TCSPC-Einheit
PicoHarp 300 (PicoQuant), einem Puls-Inverter ,S181(PicoQuant) um das SYNC Signal
des WLL weiterzugeben und zwei APDs (SPCM-AQR-1drkin Elmer) erweitert. Uber die
Software SymphoTime wurden die Daten erfasst, kertaind die Korrelationen angepasst.

4.6 Datenerfassung der SNAP-Tag modifizierten Maus Filmblasten am TCS SP5 X

Die Uber Nacht adharierten Zellen werden mit ebenM L6ésung von TMR-Star in DMEM
ohne Phenolrot + NCS fur 10 Minuten im Inkubatofaget. Je nach Messreihe wird mit den
Zellen weiter verfahren. Die unbehandelten Zellesrden 3-4 mal mit Serum enthaltendem
DMEM ohne Phenolrot fur jeweils eine Stunde im In&tor gewaschen. Gehungerte Zellen
werden stattdessen 3-4 mal mit Serum freiem DMEMeoRhenolrot fir jeweils eine Stunde
im Inkubator gewaschen. Die mit Epo aktivierten |&®l werden zunéchst wie die
gehungerten behandelt und anschlieRend noch 30téfinmit 20U/ml Epo im Inkubator
stimuliert. Fur alle verschieden vorbereiteten &elwird nach dem letzten Waschschritt
25 mM HEPES zum entsprechenden Inkubationsmedigagaben.

Die Zellen werden unmittelbar vor den Messungen @dars Inkubator auf das Mikroskop
gelegt und kénnen dann ohne Warmekammer fur maxirhabeobachtet werden. Zuvor wird
am Objektiv (Leica HCX PL APO 63x 1,2 W wRR CS) dé@rrrekturring eingestellt. Fur
Aufnahmen mit den PMTs wird in der Leica Softwakei¢a Application Suite Advanced
Fluorescence — LAS AF) der entsprechende Detekfams eingestellt. Bei den Aufnahmen
mit APDs wird das Emissionssignal am Mikroskop aufen zusatzlichen Ausgang (X1)
geleitet, an welchem das Signal mit einem eigeffigr dgefertigten Filterwirfel 50:50, bzw.
mit einem dichroitischen Spiegel (640/DCXR) spektateilt wird. Im Filterwirfel lassen
sich Filter einsetzten. Fur die Detektion der Emissvon TMR-Star werden 582 DF/70
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Bandpassfilert verwendet. Nach dem Filterwirfel dwidas Signal in Glasfaserkabel
eingekoppelt und auf zwei APDs fokussiert. Fur dafnahme wird zunachst die
Laserintensitdt am WLL selbst auf 70% reduziert, whdrende RuUckreflexionen zu
vermeiden, die bei 100% Leistung auftreten.

Die Aufnahmen der NIH3T3 Zellen die das FusionsggiroSTAT5b-SNAP exprimieren und
mit verschiedenen BG-Substraten gefarbt sind, wekds einem PMT detektiert. Bei BG-
Atto633 (Kapitel 2.2) wird die Anregungswellenlangef 633 nm gesetzt. Die Laserintensitat
in der Software auf 20% eingestellt und das Debektfienster des PMT auf 655 — 745 nm mit
einer Verstarkung von 800 V. Die Einstellungen flie Aufnahmen der weiteren BG-
Substrate werden bei den jeweiligen AbbildungenKiapitel 6.1 aufgefuhrt. Fir die
Abbildungen und FCS-Messungen der mit TMR-Star meaidn NIH3T3 STATS5b-SNAP
Zellen wird in der LAS AF Software die Intensitaife&20% bei der Anregungswellenlange
von 532 nm eingestellt. Weiterhin lasst sich in 8eftware die Lochblende einstellen. Sie
wurde auf 0,75 Airy gesetzt, was 89 um entsprietit.die Abbildungen wird sowohl fir die
PMTs als auch die APDs eine Frequenz von 100 Hzaumel Auflosung von 1024 x 1024
Pixel gewahlt. Die FCS-Messungen werden realisietem in der Mikroskopsoftware die
Zelle zunachst in y-z-Richtung gescannt und in eliesScan ein Bleichpunkt (engl.
.Bleachpoint®) gesetzt wird. So bleibt der Lasetdskfir die FCS-Messung fixiert. Die FCS-
Messung wird durchgefiihrt indem mit der LAS AF @ieich-Messung gestartet und direkt
anschlieBend mit der SymphoTime Software fir 60 uSdkn die Intensitatsspur
aufgenommen wird. Dies wird in derselben Zelle jésvém Zytosol und im Zellkern
ausgefuhrt.

Mit den fur die FCS-Messung vorgenommenen Eingtglm wird mittels eines Farbstoffes
mit bekanntem Diffusionskoeffizienten, welcher imelWénlangenbereich der durchgefuhrten
Messungen liegt, eine Konzentrationsreihe zur Kalibing des Detektionsvolumens erstellt.
In diesem Fall wird die Kalibration mit dem Farlfétdlexa 546 (in Dimethylformamid
(DMF) gelost) durchgefuhrt. Der Farbstoff wird ni#BS auf einen Konzentrationsbereich
verdunnt, der zwischen 0,5 — 50 nM liegt. Mit bakiam Diffusionskoeffizienten kann tber
die Gleichungen 12 und 13 die radiale Ausdehrungnd der Strukturparameter k bestimmt
werden. Bei der Verwendung des Diffusionskoeffimenvon D = 341 pffs fir Alexa 546
[147] liegt die radiale Ausdehnung bei 237 = 6,4 und der Strukturparametern k betragt
5,11 £0,41.
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4.7 Die Aufnahmen des Synaptophysins am TCS SP5 X

Die Aufnahmen des Synptophysins in der Calyx vonoren innerhalb eines fixierten
Hirnschnitts einer Maus werden am Leica TCS SP5 Xkrddkop durchgefihrt.
Synaptophysin ist ein Protein in Vesikeln innerhdély Calyx von Neuronen. Es ist das am
haufigsten vorkommende Protein in synaptischenRéds; ist fur ihre Biogenese erforderlich
und kann an Cholesterol binden [148]. Das Synaptsiphist mit dem FP eGFP und dem
SNAP-Tag fusioniert. Der SNAP-Tag wird mit BG-At@ markiert, welcher zu den
Farbstoffen gehort, die aufgrund des Guanin statéisght werden [149]. AuRerdem liegt er
spektral weit entfernt vom eGFP. So entsteht keicheitiger Aufnahme keine Uberlappung
der Spektren. Die Markierung der fixierten und d&heend in Mowiol eingebetteten
Schnitte wurde von Christian Kempf in der Arbeitggge von T. Kuner am Institut far
Anatomie und Zellbiologie der Universitat Heidelgpemit dem im Rahmen dieser Arbeit
gekoppelten Farbstoff BG-Atto700 durchgefiihrt.

Das eGFP wird mit einer Wellenlange von 488 nm eegje Die Laserleistung wird Uber die
Benutzeroberflache der Software auf 10% gesetZtdkin PMT wird die Emission in einem
Fenster von 500 — 580 nm bei einer Verstarkung 908 V detektiert. Gleichzeitig wird
Atto700 mit einer Wellenlange von 670 nm und eibaserleistung von 30% angeregt. Die
Detektion findet in einem Fenster von 715 — 800b@einer Verstarkung von 800V statt.
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4.8 Experimenteller Aufbau fur die ,VA*-TIRF- Messungen

Der TIRF Aufbau, der in dieser Arbeit verwendet dyinvurde zuvor in dieser Gruppe

eigenstandig aufgebaut und ist vereinfacht in Ahbig 4.4 skizziert.

Faserkopplung
] oLochblende
Laser
| |
Aufreiniguns-
filter AOTF

Linse(__ >
Linse_, , O Objektiv

Spiegel Dichroid CCD-Sensor

7

/ 7
/ 7
/ 7
/ 7
/ 7
/ 7

/

Rechtecksblende

NOTCH-Filter Linse

Linse

/
Bandpassfilter Spiegel

Abbildung 4.4: Schematische Darstellung des eigenstandig auftebalRF Mikroskops.

Durch den eigenstandigen Aufbau ist es moglichedferderlichen Modifikationen fur die
VA-TIRFM“ Methode einfach durchzufiihren. Zunachswird der grine 532 nm
Anregungslaser (World Star Tech TECGL-30, Toroitanada, 30mW Dauerstrich) mittels
eines Aufreinigungsfilter (engl. ,clean-up® Filter 532/10, AHF Analysentechnik) von
unerwinschten Nebenlinien befreit. Weitere Lasiindie in dem Aufbau eingebaut sind,
werden der Einfachheit halber nicht aufgefiihrt. INdem Aufreinigungsfilter wird der Laser
Uber eine Glasfaser in einen AOTF (AOTF.nC-VIS, AZptoelectronic, Orsay Cedex,
Frankreich) gekoppelt. Die Lochblende vor dem AQ@§guliert den Strahl, damit der AOTF
nicht tiberstrahlt wird. Uber eine externe Steuerédstsich der AOTF so einstellen, dass nur
Licht der gewtinschten Wellenlange und Intensi@tgmittiert wird. Fur die Einkopplung in
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das inverse Mikroskop (Zeiss, Axiovert 200M) wirdrd_aserstrahl mit zwei Linsen auf den
gewunschten Durchmesser aufgeweitet und mit dneig8m Uber den dichroitischen Spiegel
(Dual Line BeamSplitter z 532/633, AHF), der Licmit der Wellenlange von 532 und
633 nm reflektiert, in das Objektiv (Nikon NA=1,4€,FI Apochromat TIRF 100x Ol)
eingekoppelt. Das verwendete Immersionsol (Nikat)dinen Brechungsindex von n=1,515.
Der letzte Spiegel vor dem dichroitischen Spiegsbt sich Uber eine Mikrometerschraube
parallel verschieben, so ist es moglich den Eisfalikel, mit dem das Anregungslicht auf
die Probe trifft, zu verandern. Zwischen Weitfelthd TIRF-Modus ist die Einkopplung
stufenlos regulierbar. Entsprechend wird fur dieA;M'IRF Messungen der Spiegel so
justiert, dass der Einfallswinkel wenig unter demtischen Winkel fir TIRF (siehe Abschnitt
1.3 und Abbildung 1.11) liegt.

Das Stokes-verschobene Fluoreszenzlicht (siehe hiliscl.3) der angeregten Probe wird
Uber dasselbe Objektiv gesammelt und passiert oémoitischen Spiegel verlustfrei. Durch
das Mikroskop wird die Objektebene auf die Bildebgprojiziert, in welcher sich die
Rechtecksblende befindet. AnschlieRend wird mifeH#ines Notch-Filters (Triple-Notch
Filter 488/532/633-640nm, AHF) unerwiinschtes Sicatldes Anregungslasers — durch
Reflektionen innerhalb des Mikroskops — geblockittdls eines Teleskops, bestehend aus
zwei Linsen, welche die Bildebene vergrof3ern, vdielse auf dem Sensor abgebildet. Um
unspezifisches Licht wie Hintergrund-Fluoreszenerdarmestrahlung auszuschliel3en, wird
zwischen den Linsen des Teleskops ein Bandpass E8perrfilter HQ 585/60, AHF) mit
einer schmalen Bandbreite, speziell auf den veretemdFarbstoff TMR-Star (New England
Biolabs) abgestimmt, eingesetzt.

Die Detektion erfolgt mittels einer CCD-Kamera iit2 x 512 Pixeln (Andor iXdl' + 897
CCD, Andor, Dublin), deren Sensitivitat durch dienSortechnik der riickbeleuchteten Pixel
erhoht wird. Zusatzlich lasst sich das Signal dimee Photonen mit einer

Elektronenvervielfachung verstéarken.
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4.9 Durchfuhrung der Messungen am TIRF

Fur die Aufnahme der Videos von lebenden Zellerdvder TIRF Aufbau folgendermalien
eingestellt:

Der grine Anregungslaser mit der Wellenlange 532wind tber den AOTF (siehe 4.8)
gesteuert. Dieser wird Uber eine in Lab View gestienen Software am Rechner gesteuert.
So wird die Anregungsleistung direkt vor der Einglymg in das Mikroskop auf 500 pW
eingestellt. Das entspricht bei der gegebenen Aakteng der Probe einer Leistung von ca.
30 Wicnf. In der Kamera Software Andor Solis werden folgendinstellungen
vorgenommen, der CCD-Chip wird auf -85°C gekuhky @ain auf 300 eingestellt. Im
Modus Kinetik wird der Frametransfer aktiviert umd werden 1000 Bilder mit einer
Belichtungszeit von 50ms aufgenommen. Die im Lak-Verbereiteten Zellen werden auf
den Probentisch gesetzt und tber das Okular eig@Renit mehreren Zellen in der Kammer
gesucht. Vor der Aufnahme wird Uber das live Bildr iamera anhand einer stark
fluoreszierenden Zelle die Einkopplung des Lasargyestellt. Dies erfolgt mittels der
Mikrometerschraube, mit der sich der Spiegel zunk&pplung in das Objektiv verschieben
lasst. Gleichzeitig wird das Objektiv nachgefahnem, den Z-Fokus richtig einzustellen. Die
Justage wird so lange durchgefuhrt bis das bestam&gBignal zu Rausch Verhaltnis erzielt
wird. Missen die Zellen noch stimuliert werdenastwichtig die Abdeckung der Lab Tek
Kammern zu entfernen bevor eine geeignete Zelle muessen gesucht wird, da beim
Abnehmen der Abdeckung das Lab-Tek verrutschen.kéunoh bei der Zugabe von Epo in
das Medium darf die Kammer nicht berthrt werden,s@asonst verrutscht. Sobald eine
geeignete Zelle gefunden wurde, wird der Laselkbrz vor Start der Messung abgeschaltet
und jeweils nur zur Aufnheme nach den gegebenenukitionszeiten wieder eingeschaltet.
Gegebenenfalls wird dann der Fokus noch einmaljasiért. Fir Stimulationszeiten tber
10 min bleibt das Lab-Tek bis kurz vor der Messimdnkubator.

Fur die Aufnahmen mit den die Diffusion der STATBIboteine im Bereich der apikalen
Zellmembran Uber IMTIR-FCS bestimmt werden solleniissen folgende Parameter
verandert werden:

Die Anregungsleistung wird auf 2 mW vor der Einklymg in das Mikroskop eingestellt.
Entsprechend betragt die Leistung 120 Wicrim Modus Kinetik ist weiterhin der
Frametransfer aktiviert, aber es werden 5000 Bifd&reiner Belichtungszeit von 5 ms pro

Bild aufgenommen.
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4.10 Auswertung der TIRFM Aufnahmen

Die Aufnahmen werden mit einem Programm, das dajiirmeinem Kollegen Anton Kurz in
MatLab (Version 7.10. R2010a, MathWorks, Ismanibgutschland) geschrieben wurde,
ausgewertet. In dem Programm wird zunachst ein rRlgous der die Intensitdtsmaxima
innerhalb der einzelnen Bilder herausfiltert (“Pleiakler” [150], angepasst fur MatLab von
D. Blair und E Dufresne[151]) auf die gesamte Alima&serie angewandt. In dem
Algorithmus wird ein Grenzwert eingegeben, derS@msitivitat bestimmt, mit dem der Filter
die Intensitatsspitzen auswahlt. Um zu gewéhrlejstiass der richtige Grenzwert gewahlt
wurde, werden in der Analyse von jeder Aufnahmesdfiideos erzeugt, in welchen jeder
ausgewahlte Punkt gekennzeichnet ist. Aus den Aufieserien wird zufallig eine kurze
Abfolge von Einzelbildern mit denen der Analyse glehen und visuell gepriuft ob die
Intensitatsmaxima Ubereinstimmen. Wenn nicht, wird anderer Grenzwert gesetzt und die
Analyse neu gestartet. Jedes Intensitatsmaximuminsmit TMR-Star markiertes STATS5b
Protein. lhnen wird in jedem Bild ihre AusdehnungduPosition zugeordnet. Im weiteren
wird verfolgt in wie viel aufeinander folgenden &@r das jeweilige Protein an der selben
Position verbleibt. Dies gibt das Zeitintervall deignisses (einer Wechselwirkung mit der
Membran oder die Bindung des Proteins an Rezeptarerbeispielsweise EpoR) wieder.
Verschiebt sich das Maximum im folgenden Bild umniger als 4 Pixel, sowohl in x- als
auch in y-Richtung, wird es als dasselbe definidmschlieBend wird die Anzahl der
Ereignisse fur das jeweilige Zeitintervall gegeer deit aufgetragen. Da fir lange Zeitinter-
valle fur einige Zeitpunkte keine Ereignisse erfeigwird eine Wahrscheinlichkeitsdichte
Uber alle Ereignisdauern berechnet. Um eine Bingkingtik berechnen zu kénnen, wird die
Anzahl der normierten Wahrscheinlichkeitsdichtergege die Zeit aufgetragen. Fir die
Darstellung der Aktivitat wird die Anzahl aller Egaisse der gesamten Aufnahme innerhalb
einer ausgewahlten Region auf die Pixelanzahl a@gidR normiert und gegen die fur diese

Aufnahme vorgenommene Stimulationszeit aufgetragen.
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Anhang

6 ANHANG

6.1 Markierung der NIH3T3 Maus Fibroblasten mit weiteren BG-Substraten

Abbildung 6.1: NIH3T3 STAT5b-SNAP mit 20 ng/ml Dox exprimiert unehit mit 2,5 uM BG-MR121
markiert. Die Anregungsleistung wurde in der Sofevauf 70% bei 631 nm eingestellt, wobei der Lasdst
auch auf 70% reguliert wurde. Das DetektionsferdgsrPMT lag zwischen 650 — 750 nm bei einer Vedstiy
von 800 V. MalRstabsbhalken 20 um.

Abbildung 6.2: NIH3T3 STAT5b-SNAP mit 20 ng/ml Dox exprimiert umait mit 3 uM BG-Atto620 markiert.
Die Anregungsleistung wurde in der Software auf 8880624 nm eingestellt, wobei der Laser selbst7@%

reguliert wurde. Das Detektionsfenster des PMTzagschen 640 — 695 nm bei einer Verstarkung von\850
MaRstabsbalken 20 um.

Abbildung 6.3: NIH3T3 STAT5b-SNAP mit 20 ng/ml Dox exprimiert unait mit 1 uM BG-Atto647N
markiert. Die Anregungsleistung wurde in der Sofevauf 60% bei 644 nm eingestellt, wobei der Lasdst

auf 70% reguliert wurde. Das DetektionsfensterRled lag zwischen 655 — 750 nm bei einer Verstarkug
800 V. Mal3stabsbalken 20 pm.
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Abbildung 6.4: NIH3T3 STAT5b-SNAP mit 20 ng/ml Dox exprimiert umait mit 1 pM BG-Atto550 markiert.
Die Anregungsleistung wurde in der Software auf 1586554 nm eingestellt, wobei der Laser selbst78%6

reguliert wurde. Das Detektionsfenster des PMTzagschen 574 — 644 nm bei einer Verstarkung von\667
MaRstabsbalken 10 pum.

Abbildung 6.5: NIH3T3 STAT5b-SNAP mit 20 ng/ml Dox exprimiert unait mit 1 uM BG-AttoRhol14
markiert. Die Anregungsleistung wurde in der Sofevauf 15% bei 625 nm eingestellt, wobei der Lasdst

auf 70% reguliert wurde. Das Detektionsfensterled lag zwischen 645 — 715 nm bei einer Verstarkuy
661 V. Mal3stabsbalken 10 um.

Abbildung 6.6: NIH3T3 STAT5b-SNAP mit 20 ng/ml Dox exprimiert unait mit 1 uM BG-AttoOxal2
markiert. Die Anregungsleistung wurde in der Sofevauf 15% bei 663 nm eingestellt, wobei der Lasdst

auf 70% reguliert wurde. Das DetektionsfensterRled lag zwischen 695 — 765 nm bei einer Verstarkumy
970 V. Mal3stabsbalken 20 pm.
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6.2 Zeitserien der Scans stimulierter und nicht stimulerter NIH3T3 Zellen

Abbildung 6.7: Eine Zeitserie einer NIH3T3 Zelle, welche mit 26W/Epo stimuliert wurde. Die Aufnahmen
gingen Uber 60 min mit einem Scan pro Minute(vokdioben nach rechts unten). STAT5b-SNAP wurdeem d
Zellen mit 50nM TMR-Star markiert, sie wurden gedert und unmittelbar vor Start der Serie stimuli&ie
Sans wurden mit 200Hz, mit der Anregungswellenl&r@e532 nm und den APDs mit dem Bandpassfilter 582
DF/70 durchgefihrt.
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Anhang

Abbildung 6.8: Eine Zeitserie einer NIH3T3 Zelle, welche unbelanigt. Die Aufnahmen gingen tber 60 min
mit einem Scan pro Minute (von links oben nach tecimten). STAT5b-SNAP wurde in den Zellen mit 50nM
TMR-Star markiert und blieben unbehandelt. Die Sansden mit 200Hz, mit der Anregungswellenldnge von
532 nm und den APDs mit dem Bandpassfilter 582 DE{rchgefihrt.




Anhang

6.3 XY- und XZ-Scans einer NIH3T3 Zelle zur Lokalisierung des konfokalen

Volummens

Abbildung 6.xx: NIH3T3 Zelle die mit 20 ng/ml Dox STAT5b-SNAP expiert das mit 50 nM TMR-Star
markiert ist.
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6.4 Abkilrzungsverzeichnis

APD Avalanche Photodiode, Photolawinendioden

BG Benzyl-Guanin

BFU-E burst-forming-unit erythroid

CCD Charge-Coupled-Device

CFU-E colony-forming-unit erythroid

CFU-GEMM colony-forming-unit granulocyte-erythrordarkrophage-megakaryocyte
CLSM konfokale Laserscanning Mikroskopie

CRM1 Chromosome Region Maintenance 1

D Diffusionskoeffizient

DIFIM Diffusion Imaging, bildgebende Diffusionsknoskopie
Dox Doxyzyklin

eDHFR E. Coli Dihydrofolate Reduktase

Epo Eythropoietin

EpoR Eythropoietin Rezeptor

FCS Fluorescence correlation microscopy,

Fluoreszenz-Korrelations-Spektroskopie

FERM four-point-one, Ezrin, Radexin, Moesin
FIAsH Fluorescin Arsenical Hairpin

FP Fluoreszenzprotein

GAS y-Interferon Aktivierungsposition

GFP Grin fluoreszierendes Protein
G-Protein GTP-bindendes Protein

hAGT Humane &Alkylguanin-Transferase
HIF Hypoxie-induzierten Transkriptionsfaktoren
HSZ Hamatopoetische Stammzelle

IC Internal conversion, interne Konversion
IL Interleukin

ImTIR Imaging-Total Internal Reflection

INF-a Interferone

INF-y Interferony

ISC Inter system crossing

JAK Januskinase

JH JAK Homologie
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NA Numerische Apertur

NRR Non radiative relaxation, strahlungslose Raian
PMT Photomulitplier Tube, Photoelektronenvenaelier
QDs Quantendots

ReAsH Resofurin Arsenical Hairpin

rTa reversibler Tet Transaktivator

SH Sarcoma-homology

SMFS Single Molecule Fluorescence Spectroscopy
STAT Signal Transduktion und Aktivierung der Ts&ription
TAD Transaktivierungs Doméne

TCSPC Time-correlated single photon counting

Zeitkorrelierte Einzelphotonenzéhlung

Tet Tetrazyklin

TetR Tetrazyklinrepressor Protein

tetO Tetrazyklin Operatorsequenz

TF Transkriptionsfaktor

TIR Total internal reflection, interene Totaletion
TIRFM Total internal reflection fluorescence micropy,

Interne-Totalreflektions-Fluoreszenzmikroskopie

TMP Trimpethoprim

TMR Tertramethylrhodamin

TRE Tet-response-element

tTA Tet Transaktivator

Tyk Tyrosinkinase

VA-TRIFM Variable Angle Interne-Totalreflektionskioreszenzmikroskopie
VR Vibrational relaxation, Schwingungsrelaxation
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