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Zusammenfassung

Das CapG-Protein, ein Aktin-bindendes Protein der Gelsolinfamilie, wird in
Mammakarzinomen, insbesondere in metastasierenden Mammakarzinomen,
iiberexprimiert. Es ist bekannt, dafl das CapG-Protein an der Kontrolle der
Aktin-basierten Motilitat nichtmuskuldrer Zellen beteiligt ist. Seine verstéark-
te Expression soll eine Steigerung der Motilitdt benigner Zellen bedingen.
Somit ist zu erwarten, dafl in malignen Zellen, in denen das CapG-Protein
iiberexprimiert ist, Motilitédt, Invasivitdt und Metastasierung in besonderem
Mafle gefordert werden.

In dieser Arbeit gelang es nun, durch die Fluoreszenzmarkierung des
CapG-Proteins die Dynamik zelluldrer Prozesse wie Migration und Invasi-
vitidt zur Anschauung zu bringen und die Kinetik der intrazelluldrer Vertei-
lung des CapG-Proteins zu analysieren. Unterschiede der intrazelluldren Mo-
bilitat des CapG-Proteins zwischen nichtneoplastischen und neoplastischen
Brustepithelzellen konnten dargestellt, Korrelationen gesteigerter Tumorzell-
beweglichkeit und beschleunigter intrazelluldrer CapG-Mobilitdat aufgezeigt
und ein kausaler Zusammenhang zwischen CapG-Expression und -Verteilung
auf der einen und Invasivitit und Metastasierung auf der anderen Seite
wahrscheinlich gemacht werden, so daf3 eine Differenzierung von Tumorzellen
durch die Kinetikanalyse einzelner lebender Zellen moglich erscheint.

Abstract

The CapG protein, a Gelsolin related actin-binding protein, is overexpressed
in breast cancer, especially in metastasizing breast cancer. The CapG pro-
tein is known to be involved in the control of motility of non-muscle cells.
Its increased expression is described to trigger an increase in cell motility of
benign cells. Thus it can be expected that in cancer cells, which overexpress
the CapG protein, motility, invasiveness and metastasizing are especially pro-
moted.

In this work it was achieved via fluorescence labeling of the CapG protein
to visualize the dynamics of cellular processes as migration and invasiveness
and to analyze the kinetics of the intracellular distribution of the CapG pro-
tein. Differences of the intracellular mobility of CapG between non-neoplastic
and neoplastic breast epithelial cells could be demonstrated, correlations of
increased tumor cell motility and accelerated intracellular CapG mobility re-
vealed and a causal context of CapG expression and distribution on one hand
and invasiveness and metastasizing on the other could be made probable, so
that a differentiation of tumor cells applying kinetic analysis of single live
cells seems to be possible.
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Kapitel 1

Einleitung und Zielsetzung

1.1 Untersuchungen an lebenden Zellen

Die vorliegende Arbeit stellt Untersuchungen an lebenden Zellen in den Mit-
telpunkt. Es handelt sich um normale und tumordése Zellen, an denen die Dy-
namik zelluldrer Vorgénge sichtbar gemacht und die Kinetik makromolekula-
rer Abldufe analysiert wurde. Ziel der Untersuchungen war es, Mechanismen
der Beweglichkeitssteigerung von Tumorzellen besser zu verstehen und Me-
thoden zu erarbeiten, die eine Differenzierung von Tumorzellen hinsichtlich
ihrer Invasivitdt und letztlich ihrer Metastasierungsfahigkeit ermoglichen.

In der auf Seite 74 gezeigten Modifikation eines Invasionsassays wird die
Verformung einer Zelle bei der Passage einer 8 um grofien Basalmembran-
pore sichtbar gemacht. Ein grundlegender Mechanismus dieser Verformung
als Voraussetzung fiir Invasivitdt und Metastasierung ist die Modulierung
des Zellskeletts, vor allem des Aktingeriists. Fiir die Modulierung des Aktin-
geriists verantwortlich sind die sogenannten Aktin-bindenden Proteine. Ein
Aktin-bindendes Protein, das CapG-Protein, wird in Mammakarzinomen und
insbesondere in metastasierenden Mammakarzinomen iiberexprimiert.

Als Modellsystem der hier beschriebenen Untersuchungen dienten eine
hochinvasive, metastasierende Mammakarzinomzellinie, die CapG besonders
stark exprimiert, die MDA-MB-231, und eine nichtneoplastische, dem nor-
malen Brustepithel dhnliche Zellinie, die normale Expressionslevel von CapG
zeigt, die MCF-12A. So sollte versucht werden, neben dem differenten Expres-
sionslevel differente Dynamiken zelluldrer Prozesse und differente Kinetiken
makromolekularer Abldufe festzumachen.
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Kapitel 2
CapG-Monographie

Im Rahmen des Deutschen Humanen Genomprojekts veroffentlichte das ,,Gy-
necological Cancer Consortium® 29 Gene, die in Mamma- und Ovarialkarzi-
nomen hoher bzw. niedriger exprimiert sind als in entsprechendem Normal-
gewebe. Das bioinformatische Screening von mRNA-Datenbanken des NTH
und der Firma Incyte wurde durch die Laboranalyse der cDNA- (Cancer
Profiling Array, CPA) und mRNA-Level (RT-PCR) tatséchlicher klinischer
Tumorproben und entsprechender Normalgewebe bestétigt.

Die Daten der CapG-Analyse invasiv duktaler Mammakarzinome sind
folgende:

| CPA (n =50) RT-PCR (n = 24)
MammaCa ‘ 31% 1 54% 1

Tabelle 2.1: Ergebnisse der Expressionsanalysen klinischer Tumorproben und
entsprechender Normalgewebe [1]

Das Protein wurde als iiberexprimiert (1) bezeichnet, wenn mindestens
20% des Tumorgewebes das Protein doppelt so stark exprimieren wie das
entsprechende Normalgewebe [1]. Insbesondere in metastasierenden Mamma-
karzinomen scheint das CapG-Protein iiberexprimiert zu sein (Niederacher,
unpublizierte Daten).

Das CapG-Protein wird zu der Gelsolinfamilie der Aktin-bindenden Pro-
teine gezdhlt. Es wurde auch als MCP, macrophage capping protein, als
mbh-1, myc-basic-motif-homolog-1, und gCap39 bezeichnet. Im folgenden
soll zunéchst zusammengefait werden, was iiber den molekularen Aufbau
des CapG-Proteins, seine physiko-chemischen Eigenschaften und die Lokali-
sation, Funktion und Interaktionspartner in der Zelle bekannt ist.

17



KAPITEL 2. CAPG-MONOGRAPHIE 18

2.1 Molekulare Charakterisierung

Das CapG-Protein wurde als macrophage capping protein 1986 erstmals aus
dem Zytoplasma von Kaninchenalveolarmakrophagen isoliert [2]. Hier liegt
es in hoher Konzentration vor; es macht etwa 1,6 - 1,8% des gesamten zyto-
plasmatischen Proteins aus.

Aus der elektrophoretischen Wanderung im SDS-Polyacrylamidgel wurde
das Molekulargewicht auf etwa 41 kDa geschétzt; die spéater durchgefiihrte
Sequenzierung ermoglichte eine genauere Vorhersage des MW auf 38386 Da
[3]. Ergebnisse von Gelfiltration und elektrophoretischer Wanderung des Ka-
ninchenmakrophagenlysats [2], von Immunoprézipitation des Mausfibrobla-
stenlysats [4] und analytischer Ultrazentrifugation des rekombinanten Pro-
teins [5] sind mit einem monomeren Zustand des Proteins vereinbar. Der
ermittelte Stokes-Radius des Proteins betréigt 3,0 nm [2].

1992 wurde das humane CapG sequenziert, der open reading frame ergibt
348 Aminosiuren [3]. Das CAPG-Gen ist auf dem proximalen Arm des Chro-
mosoms 2 lokalisiert [6]. Es scheint hoch konserviert zu sein [7]. Der Sequenz-
vergleich mit den anderen Mitgliedern der Gelsolinfamilie zeigt einen dhnli-
chen Aufbau sich wiederholender Subdoménen. Es handelt sich um 30 - 50 [4]
bzw. wie an anderer Stelle angegeben 125 - 150 [8] Aminoséduren lange, etwa
12 kDa grofle homologe Sequenzwiederholungen. Das namensgebende Pro-
tein Gelsolin besteht aus sechs solcher Wiederholungen, das CapG-Protein
selbst nur aus drei. Die Sequenz des CapG zeigt eine 49%-ige Identitdt mit
der N Hs-terminalen Hélfte des Gelsolin [7].

Eine kristallographische Charakterisierung des nativen CapG-Proteins
gibt es nicht; allein die Kristallographie einer CapG-Mutante, des CapG-
sev, ist bisher gelungen [5]. Sie bestéitigte den Aufbau aus drei homologen
Doménen: S1 - S3.

2.2 Interaktion mit F-Aktin

Die Interaktion mit filamentdrem Aktin wurde in vitro im Pyrenyl- (bzw.
Prodan-) Aktin-Fluoreszenzassay intensiv untersucht.

G-Aktin wird hierbei mit Pyren (bzw. Prodan) am Cys 374 markiert.
Polymerisiertes markiertes Aktin fluoresziert stiarker als depolymerisiertes
markiertes Aktin. Bei verschiedenen Konzentrationsverhéltnissen von G- zu
F-Aktin und unterschiedlichen Pufferbedingungen kann die Dynamik der Ak-
tinpolymerisation und -depolymerisation und das Verhalten von F-Aktin im
steady state an der Fluoreszenzzu- bzw. -abnahme beobachtet werden. Es
zeigte sich, dal das CapG-Protein sowohl die Aktinpolymerisation als auch
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die Aktindepolymerisation verlangsamt und bei Untersuchungen von F-Aktin
im steady state den G-Aktinpool und vermutlich auch den Anteil kurzer Ak-
tinoligomere erhoht [2].

Diese Beobachtungen werden funktionell so gedeutet, dafi das CapG-
Protein wie das Gelsolin den Aktinfilamenten an den schnell wachsenden
Plusenden (sog. barbed ends) eine Proteinkappe aufsetzt und so die Aktin-
filamente vor weiterer Polymerisation bzw. Depolymerisation bewahrt. Von
diesem Phédnomen leitet sich auch der Name des CapG-Proteins ab: den
Aktinfilamenten eine Kappe (cap) aufsetzen wie Gelsolin [6].

Anders als Gelsolin schneidet das CapG-Protein die Filamente nicht: Die
Depolymerisation des F-Aktin wird durch CapG verlangsamt, durch Gelso-
lin aber beschleunigt; der Schneide-Assay nach Walsh bestétigte dies unter-
schiedliche Verhalten von Gelsolin und CapG [2]. Inzwischen sind die Ami-
nosauren identifiziert, die es dem Gelsolin ermdoglichen, Aktinfilamente zu
schneiden, die aber dem CapG fehlen [4].

Die Affinitdt des CapG-Proteins zu den Plusenden der Aktinfilamente ist
geringer als die des Gelsolin. Die Dissoziationskonstante des CapG liegt im
Bereich nanomolarer Konzentrationen (Kp etwa 50 - 100 nM), die Kp des
Gelsolin hingegen im Bereich pikomolarer Konzentrationen [2].

Das CapG-Protein wird wie Gelsolin durch mikromolare C'a?**-Konzen-
trationen aktiviert und - anders als Gelsolin - durch das Absinken der Ca?*-
Konzentration in den nanomolaren Bereich wieder inaktiviert [2]. Das Prote-
in besitzt zwei Ca?"-Bindungsstellen unterschiedlicher Affinitéit [9]. Die ent-
scheidende, hoher affine Bindestelle befindet sich in der S1-Doméne und ist
einem Ca®**-Ion gut zuginglich. Durch die C'a®*"-Bindung entfaltet sich die
inaktive, globuldre Konformation des CapG-Proteins: Die S1-Doméne faltet
sich von den eng verbundenen Doménen S2 und S3 ab, Aktinbindungsstellen
werden offengelegt. Das Gelsolin hingegen bildet mit Aktin eine intermoleku-
lare Bindungsstelle, in der das C'a®*"-Ion wie gefangen ist. Diese im Vergleich
zu Gelsolin relativ lockere C'a**-Bindung des CapG-Proteins mag die mole-
kulare Grundlage der raschen Reversibilitit der Ca®*-getriggerten CapG -
F-Aktinbindung sein.

2.3 Interaktion mit G-Aktin

Das CapG-Protein bindet C'a?*-abhiingig auch globulires Aktin. Die Anga-
ben zur Dissoziationskonstanten schwanken zwischen 25 nM und 250 nM,
die Kp liegt also ungefahr in demselben Konzentrationsbereich wie die Kp
der F-Aktinbindung. Die Stochiometrie der Bindungsreaktion wird mit 1:1
angegeben [9, 10]. Doch erscheint es nach Mutationsanalysen moglich, da8
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das CapG-Protein mehrere G-Aktinbindungsstellen unterschiedlicher Affi-
nitét besitzt [5]. In Kompetitionsuntersuchungen verdriangt die GS 1-Doméne
des Gelsolin das CapG aus seiner G-Aktinbindung. Diese beiden Proteine
binden also unterschiedlich stark an dieselbe Subdoméne des G-Aktin [10].

Von der kristallographischen Struktur der CapG-Mutante CapG-sev aus-
gehend wurde die CapG - G-Aktinbindung simuliert [5].

2.4 Interaktion mit Phosphoinositiden

Ein weiterer Mechanismus der Inaktivierung und Dissoziation des CapG-
Proteins aus der Aktinbindung ist die Anlagerung von Phosphatidylinositol-
4. 5-bisphosphat (PIP,)-Molekiilen an das CapG-Protein. Eine Bindestelle
bindet zwei PIP,-Molekiile. Die Bindung von PI P, ist wohl spezifisch, an-
dere Phosphoinositide inaktivieren CapG nicht. Das CapG-Protein dissoziiert
auch dann von F-Aktin, wenn die C'a®>T-Konzentration unveréndert hoch ist.
Um eine solche Dissoziation zu erreichen, ist allerdings ein molares Verhalt-
nis von PIP, zu CapG von 29:1 erforderlich (die notige Menge PIP,, um
Gelsolin zu inaktivieren, ist noch gréfler). Steigt jedoch gleichzeitig die C'a®*-
Konzentration, erhoht sich die Affinitéit des CapG zum PIP, um das Vier-
fache (Kp etwa 8,4 versus 32 pM mit und ohne Ca*") [7].

2.5 Posttranslationale Modifikationen

Schon in einer der ersten Untersuchungen zum CapG-Protein wurden eine
O- und eine N-Glykosilierung des Proteins ausgeschlossen [3].

Doch scheint das CapG-Protein unterschiedlich stark an verschiedenen
Aminosédureresten phosphoryliert zu werden. In der zweidimensionalen Gel-
elektrophorese zeigten sich neben dem Hauptspot mit dem Isoelektrischen
Punkt 6.7, zwei kleinere, stiarker azide Spots mit einem IP von 6.5, die et-
wa 25% des gesamten CapG-Proteins in Mausmakrophagen ausmachen und
die unter Phosphatasebehandlung verschwinden. Bei der Fraktionierung des
CapG-Proteins aus benignen Nierenzellen des Hundes ergab sich, dafl 37% des
CapG im Zellkern und 0% in der loslichen zytoplasmatischen Fraktion phos-
phoryliert sind. Damit korreliert die Phosphorylierung des Proteins offen-
bar mit einer bevorzugten Kompartimentierung im Zellkern. Die Inkubation
mit einem Phosphataseinhibitor (okadaic acid) zeitigte zwar eine verstérkte
Phosphorylierung, aber keine verstirkte Lokalisation im Zellkern, vielmehr
nahm die phosphorylierte Fraktion des CapG gleichméfig in Zellkern und
Zytoplasma zu [11].
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Andere In-vitro-Experimente legen eine membranassoziierte Nicht-Rezep-
tor-Kinase (pp°¢=*7¢) als eine mogliche Verantwortliche der Phosphorylierung
des CapG nahe [12].

2.6 Expression in humanen Zelltypen und Ge-
weben

Das CapG-Protein wird zwar ubiquitir exprimiert, der Grad der Expression
ist aber in den verschiedenen Zelltypen und Geweben nicht einheitlich. So
ist beispielsweise geméf3 einer neueren Northern-Analyse der mRNA-Level
des CapG in Magen-, Lungen- und Nierengewebe hoher als in den anderen
untersuchten Geweben [13].

Die hochste bisher beschriebene Konzentration findet sich in Makropha-
gen und in dendritischen Zellen, wo das CapG-Protein etwa 1,6 - 1,8% des
Gesamtproteins im Zytoplasma ausmacht [2] und damit in 12-fachem molaren
Uberschuf zu Gelsolin vorliegt [14]. In neutrophilen Granulozyten stellt das
CapG-Protein etwa 0,5% des zytoplasmatischen Gesamtproteins [15] und in
Fibroblasten - hier ist es zu Gelsolin in etwa dquimolar - nur ungefihr 0,04%
[14]. In Thrombozyten, in denen die Gelsolinspiegel sehr hoch sind, fehlt das
CapG-Protein ganz [16].

Die CapG-Konzentration in Makrophagen wird auf 12 - 13 uM geschétzt.
Die Konzentration des F-Aktin ist in ruhenden Makrophagen ~0,28 uM und
in aktivierten ~0,66 pM. Legt man einen basalen Ca?"-Spiegel von etwa
400 nM zugrunde, sind nahezu 20% des CapG-Proteins, also 2,4 uM in der
Lage, den Plusenden der Aktinfilamente eine Kappe aufzusetzen: Das sind 5
- 10 mal mehr CapG-Molekiile als notig wéren, das tatséchlich vorhandene
filamentire Aktin mit Proteinkappen zu versehen [9)].

2.7 Lokalisation im Zytoplasma der Zelle

Die indirekte Immunfluoreszenz zeigt das CapG-Protein in murinen und in
humanen Fibroblasten diffus zytoplasmatisch und nukleér lokalisiert [4]. Es
wird berichtet, daf die Verteilung und Kompartimentierung des CapG-eGFP-
Fusionsproteins in fixierten humanen embryonalen Nierenzellen und in fixier-
ten Nierenzellen des Hundes mit der Verteilung des endogenen Proteins, die
die Immunfluoreszenzfarbung wiedergibt, identisch ist [§].

Gelsolin hingegen ist nicht im Zellkern lokalisiert, und die Verteilung im
Zytoplasma wird als diffus und leicht filamentos geschildert, so dafl man auch
im mikroskopischen Bild eine Assoziation zu F-Aktin ahnen kann [4].
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Die biochemische Fraktionierung des CapG in der Zelle bestéitigt die be-
schriebene Verteilung des Proteins: In Mausfibroblasten sind 12 - 22% des
gesamten CapG-Proteins im Zellkern [11] lokalisiert, in Endothelzellen 37%
[17].

Die Untersuchung der Endothelzellen schliisselt die weiteren Fraktionen
des CapG wie folgt auf: 18% sind 16slich im Zytoplasma, 16% sind an das
Aktinzytoskelett, 28% an Membranen assoziiert. Auch in Mausfibroblasten,
so wird berichtet, ohne genauere Daten zu nennen, sei das Protein vor allem
im Zellkern und membranassoziiert zu finden [17].

Abbildung 2.1: immunhistochemische Darstellung des CapG-Proteins in
Mausfibroblasten [4]: Es ist nukledr und diffus zytoplasmatisch lokalisiert.

2.8 Lokalisation im Zellkern der Zelle

Das CapG-Protein weist kein typisches nuclear localization signal (NLS) auf
[18], vielmehr sind wohl mehrere Regionen unterschiedlicher Subdoménen fiir
den Zellkernimport des Proteins verantwortlich [19]. So werden einige positive
Aminosduren in der PIP,-Bindungsregion [18] bzw. die Aminoséuren 134 -
147 [4] als mogliche Entsprechungen des klassischen NLS vorgeschlagen.

Energie in Form von GTP und ATP und weitere zytoplasmatische Sub-
stanzen wie vor allem das Transportprotein Importin-3 sind offenbar fiir den
Zellkernimport des CapG-Proteins unabdingbar [18].

Eine nukledre Exportsequenz, insbesondere die entscheidenden Leucine,
Leu'"/?1/27 die anderen Proteinen der Gelsolinfamilie eigen sind, fehlen dem
CapG-Protein. So kann es als einziges Protein dieser Familie im Zellkern ak-
kumulieren. Die Fluoreszenzintensitdat des CapG-eGFP in Nierenzellen des
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Hundes, humanen embryonalen Nierenzellen und in Mausfibroblasten ist im
Zellkern etwa 1,4-fach stiarker als im Zytoplasma, woraus man bezogen auf
Zellkern- und Zytoplasmavolumen eine Akkumulation des Proteins im Zell-
kern ableiten kann [8].

FragminP 1- MQKQKEYNEA NEANEGTEIEKKVKIEAS

Severin 1 MIKNRKLDMTSTNVAGHGTDI#DKKCRI#DAA

CapG MYTAIP
L17 L21  L27

Abbildung 2.2: Vergleich der NHs-terminalen Aminosiuresequenzen Aktin-
bindender Proteine der Gelsolinfamilie [8]: Fiir den nukleéren Export wichtige
Leucine (Leu!'"/?'/27) fehlen dem CapG.

2.9 Funktion im Zytoplasma der Zelle

Die Funktion des CapG-Proteins im Zytoplasma scheint gut bekannt zu sein:
Es blockiert dort, reguliert durch die intrazellulire Ca?*- und PIP,-Konzen-
tration, die schnell wachsenden Enden der Aktinfilamente (,,capping®) und ist
so an der Kontrolle der Aktin-vermittelten Zellmobilitdt und Membranbeweg-
lichkeit (Phagozytose und ,ruffling®) nichtmuskulérer Zellen beteiligt [20].
Einige Autoren sprechen gar von der etablierten Rolle des CapG-Proteins bei
der physiologischen Mobilitét benigner Zellen [21]. Diese Aussagen stiitzen
sich auf knockout- und Uberexpressionsstudien.

Besonders Makrophagen, neutrophile Granulozyten und dendritische Zel-
len von M&usen, deren CAPG-Gen ausgeschaltet wurde, sind in ihrem Ver-
halten verdndert:

e Bei Makrophagen ist die sog. Membrankrduselung, das ,,ruffling®, ver-
mindert. Dies wird insbesondere bei der Stimulation mit M-CSF auf-
fallig, die normalerweise die Membrankrauselung verstiarkt. Die Pha-
gozytose der Frefizellen ist reduziert, die IgG-vermittelte stiarker als
die Komplement-mediierte. Auch die chemisch induzierten Vesikel, das
,vesicle rocketing®, die angetrieben von polymerisierendem Aktin durch
das Zytoplasma flottieren, sind langsamer und die Aktinraketen kiirzer
oder nicht vorhanden [16].
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e Die Phagozytosefdhigkeit der neutrophilen Granulozyten ist erreger-
abhéngig beeintrachtigt: Bei Listerien ist sie um die Hélfte reduziert,
bei Salmonellen bleibt sie hingegen unveréndert. Die Polarisierung der
Zelle als Ausrichtung auf einen chemotaktischen Reiz ist abgeschwécht
und die Durchschnittsgeschwindigkeit der ausgeltsten gerichteten Be-
wegung um die Hélfte herabgesetzt.

e Auch in dendritischen Zellen sind weniger Membrankrauselungen zu
beobachten; auch hier wird dies besonders deutlich bei Stimulation der
Zellen mit GM-CSF. Die gerichtete Motilitdt ist vermindert [15].

Die gerichtete Bewegung CapG stabil iiberexprimierender Mausfibroblasten-
klone ist gegeniiber dem Wildtyp in Chemotaxis- und Wundheilungsassays
gesteigert. Je stiarker das CapG exprimiert wird, umso deutlicher nimmt die
gerichtete Bewegung zu. Es wurden Fibroblastenklone untersucht, die das
CapG-Protein 1,3 - 1,8-fach iiberexprimierten. Die ungerichtete Beweglich-
keit hingegen bleibt unverédndert. Bei Stimulation mit PDGF entstehen in
den iiberexprimierenden Zellen mehr dorsale Krauselungen, die IP;- und
Ca*"-Konzentrationen im Zytoplasma sind erhsht [22].

Die transiente Uberexpression des CapG-Proteins in bovinen Endothel-
zellen zeitigt ebenfalls eine verstiarkte Migrationsfihigkeit [17].

Auch die Uberexpression des CapG-eGFP-Fusionsproteins triggert eine
verstiarkte Motilitdt. Ein Zuwachs der Motilitdt wurde beobachtet bei Nie-
renzellen des Hundes, die CapG-eGFP stabil exprimierten (Expressionsgrad
von CapG-eGFP im Verhiltnis zum endogenem CapG etwa 0,77 - 1,2), und
bei humanen embryonalen Nierenzellen, die das Fusionsprotein transient ex-
primierten. Die genannten Zellen wanderten in einer Kollagen-I-Suspension
und in Hithnerherzfragmenten weiter als nichttransfizierte Zellen [18].

Die hier beschriebenen Studien deuten also auf einen Zusammenhang zwi-
schen dem Expressionsgrad des CapG-Proteins und dem Ausmafl der Bewe-
gungsfiahigkeit benigner Zellen. Je mehr CapG in der Zelle exprimiert wird,
desto groBer scheint die Beweglichkeit einer benignen Zelle, und je weniger
exprimiert wird, desto stirker ist sie eingeschrénkt.

2.9.1 Modelle Aktin-basierter Zellbewegung

Das im Zellkortex unmittelbar unter der Plasmamembran gelegene Aktin-
netzwerk ist fiir das Vorstiilpen der Plasmamembran und damit fiir die Be-
wegung einer Zelle von wesentlicher Bedeutung. Die regulierte Polymerisation
dieses Aktinnetzes driickt die Plasmamembran nach auBlen. Uber die Rolle
des hydrostatischen bzw. osmotischen Drucks, der durch die Acto-Myosin
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bedingte Retraktion des Zellendes im fithrenden Zellteil entsteht und der
Protrusionen der Zelle begiinstigt, ist noch wenig bekannt.

Es gibt verschiedene Modelle, die diese Aktin-basierten Protrusionen als
Voraussetzung fiir die Zellbewegung nichtmuskuldrer Zellen beschreiben:

Blattahnliche flache Zytoplasmaausziehungen, Lamellipodien genannt, bil-
den die Grundlage des einen Modells. Sie besitzen ein orthogonal vernetztes
Aktinmaschenwerk, das weitgehend parallel zum Untergrund ausgerichtet ist.
Die Polymerisation neuer Aktinfilamente, die seitlich aus vorbestehenden
Filamenten abzweigen, wird durch die Arp2/3-Komplexe begiinstigt [23].
Wichtig ist, dafl diese verzweigten Aktinfilamente unmittelbar nach ihrem
Entstehen mit einer Kappe versehen werden, ihre weitere Polymerisation so
verhindert wird und stattdessen neue, kurze Aktinfilamente aus vorbeste-
henden seitlich hervorsprossen, damit das fein verzweigte Aktinnetzwerk aus
kurzen Aktinfilamenten gewissermaflen auf breiter Front wéchst und so die
treibende Kraft fiir das Vorschieben der Zelle bildet. Lamellipodien bilden
die Grundlage der Bewegung von Fischkeratinozyten.

Spitze fadenformige Ausziehungen der Plasmamembran, Filopodien, sind
die Basis eines anderen Modells. Sie bestehen aus einem Kern langer, gebiin-
delter Aktinfilamente. Diese entstehen aus dem vorbestehenden Aktinnetz-
werk, wenn einzelne Filamente gegen die beschriebenen Zyklen von Polyme-
risationshemmung und seitlichem Aussprossen geschiitzt werden, sich verldn-
gern konnen und zu gréferen Aktinfilamentbiindeln zusammengefafit werden.
Dies kann beispielsweise geschehen, wenn bei der Stimulation durch Agoni-
sten lokal die PIP,-Konzentration steigt, das CapG von den Plusenden der
Aktinfilamente dissoziiert und so die rasche Polymerisation der Aktinfila-
mente erlaubt. Filopodien bilden die Grundlage der Bewegung dendritischer
Zellen.

Uber Pseudopodien, stoppelige, mit einem Gel aus Aktinfilamenten gefiill-
te Gebilde, ist wenig bekannt [24, 25].

In den beiden hier niher beschriebenen Modellen ist die Anzahl freier
Plusenden, die Startpunkte weiterer Aktinpolymerisation sind, von zentraler
Bedeutung: Sie konnen neu gebildet werden, sei es durch Arp2/3 aus ver-
zweigten Aktinstrukturen oder durch Formine aus unverzweigten. Sie kénnen
durch Zerschneiden vorbestehender Filamente entstehen oder auch durch das
aktive Entfernen von | capping“-Proteinen freigelegt werden [26].
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2.9.2 Zusammenwirken verschiedener Aktin-bindender
Proteine

Es gibt wohl eine ganze Reihe von Proteinen in ein- und demselben Zelltyp,
die in der Lage sind, sich den Plusenden der Aktinfilamente als Proteinkap-
pen aufzusetzen. Neben CapG und Gelsolin sind bisher das capping protein
(CP) und das CapZ bekannt. Das CP hat eine besonders hohe Affinitdt zu
den ,barbed ends“ des F-Aktin (Kp = 0,1 - 1,0 nM) und reichert sich be-
sonders in Lamellipodien an. CapZ ist ein Heterodimer, dessen Aktinaffinitat
nicht durch die intrazellulire C'a®*-Konzentration variiert wird. Beide Pro-
teine sind nicht mit dem CapG verwandt. Durch unterschiedlichen Expressi-
onsgrad, unterschiedliche lokale Konzentration, Regulation und Affinitdt zu
Aktin dienen die verschiedenen ,capping“-Proteine offenbar der Feinregula-
tion des Aktinzytoskeletts.

Andere Aktin-bindende Proteine nehmen durchaus Einflufl auf die Funk-
tion der ,,capping“-Proteine. So kann das CapG durch einige Proteine die-
ser groflen Gruppe aus seiner Aktinbindung verdréngt werden: Ena/VASP-
Proteine und hohe Konzentrationen von Profilin haben beispielsweise solch
eine ,anticapping“-Funktion. Profilin nutzt die ungeschiitzten Plusenden der
Aktinfilamente, um deren Depolymerisation zu beschleunigen [27]; das VASP-
Protein hingegen fordert die Polymerisation der Aktinfilamente [28]. Die ver-
schiedenen Proteine mit , anticapping“-Funktion regulieren die ,capping”-
Proteine auf unterschiedliche Weise: So inhibiert VASP CapG, Gelsolin und
CP, vermutlich indem es durch Assoziation an die Aktinfilamente die Plusen-
den vor den Proteinkappen schiitzt. CARMIL hingegen antagonisiert CapG
und Gelsolin nicht, wohl aber CP, wahrscheinlich indem es das CP selbst
bindet [26].

Insgesamt erscheint das Zusammenspiel der verschiedenen Aktin-binden-
den Proteine sehr komplex. Nur weniges ist bisher bekannt.

2.9.3 Membransignalkaskaden und Aktinzytoskelett

Das Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat (PIP;) macht etwa 1% der Plas-
mamembranlipide aus. In Endothelzellen sind ca. 28% des CapG-Proteins
membranassoziiert [17]. Die Affinitét des CapG-Proteins zu PIP, konnte die
molekulare Entsprechung dieser Membranbindung sein [29].

Dariiberhinaus beeinflufit die Assoziation des CapG-Proteins an PIP,
offenbar den Phosphoinositidstoffwechsel. Isoformen der Phospholipase C
(PLC) hydrolysieren PIP, zu Inositoltrisphosphat (/P3;) und Diacylglyce-
rin (DAG): Durch IP; wird Ca*" aus intrazelluldiren Speichern freigesetzt,
es werden wie auch durch DAG weitere Signalkaskaden angestofien. Diese
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Isoformen der Phospholipase C konnen durch Substratbindung vom CapG
differenziert moduliert und die Zellantwort auf die Stimulation unterschied-
licher Agonisten kann so fein gestuft variiert werden. Beispielsweise wird die
PDGF-Wirkung vermittelt durch die PLC+~ verstérkt [22, 30], wohingegen
die Bradykininwirkung, die die PLC mediiert, abgeschwicht wird [30], -
jeweils gemessen anhand der zytoplasmatischen IP;- und C'a®*-Spiegel.
Auch vorgeschaltete Kinasen wie die PI3-K, die Phosphoinositide phos-
phorylieren, also z.B. PI P, zu PIP;, werden in ihrer Aktivitit durch Ca?*-
abhéngige Substratsequestration moduliert [31], d.h. CapG bindet PIP, und
entzieht es damit der enzymatischen Reaktion. Dafl auf der anderen Seite die
Affinitdt des CapG-Proteins zu Aktin sinkt, wenn es PIP, gebunden hat,
daf hier also auch die Phosphoinositide durchaus die Dynamik des Aktinzy-
toskeletts modifizieren, wurde bereits weiter oben referiert (s. 2.4).
Insgesamt scheint dieses Zusammenspiel von CapG und PP, ein Beispiel
zu sein fiir die Verbindung und gegenseitige Beeinflussung von extrazellularen
Signalen und Aktinzytoskelett. Dies konnte speziell bei der gerichteten Be-
wegung, der Chemotaxis, von Bedeutung sein. Auf einen chemotaktischen
Reiz hin wird eine starke Polarisation des PIP,, des PIP; und der Pl3-K
im Zytoplasma beschrieben [32], es kommt zu einer Akkumulation an der
sich vorschiebenden Zellfront. Die lokalen Konzentrationsunterschiede der
genannten Substanzen konnten Aktinzytoskelett und Signalkaskaden in den
verschiedenen Zytoplasmabereichen einer Zelle differenziert variieren.

2.10 Funktion im Zellkern der Zelle

Die Funktion, die das CapG-Protein im Zellkern wahrnimmt, ist unbekannt.
Es gibt wenige experimentelle Daten und einige Hypothesen dazu.

Die Sequenz des CapG-Proteins weist Ubereinstimmungen mit Sequen-
zen einer Gruppe DNA-bindender Proteine auf, der ,,basic helix-loop-helix“-
Familie. Dazu gehort auch das c-myc-Onkogen. Die Suche nach potentiel-
len Interaktionspartnern fiir dieses myc-Onkogen mit einem degenerierten
Primer ergab 1991 die cDNA des CapG, daher wurde es damals myc-basic-
motif-homolog-1, mbh-1, genannt [4]. Der Beweis, dal CapG tatséchlich an
die DNA bindet, konnte bisher nicht erbracht werden. Im Gal4-Reporter-
Assay wurde eine Transaktivierungsaktivitéit des CapG-Proteins ausgeschlos-
sen, wohingegen das Protein in demselben Assay die durch VP16 induzierte
Transaktivierung unterdriickt [18].

Viele Studien brachten den Nachweis, dafl Kern-Aktin mit drei Kernkom-
plexen assoziiert, die in die Genexpression involviert sind: mit Chromatin-
remodeling-Komplexen [33, 34, 35|, mit Ribonukleoproteinen [36, 37] und den
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drei RNA-Polymerasen [38, 39, 40]. Das CapG-Protein konnte als nukleéires
Aktin-bindendes Protein wichtig sein, die Polymerisation des Kern-Aktins zu
verhindern und es in globulérer oder kurzer, oligomerer Form zu halten. So
hétte CapG indirekten Einflufl auf die Regulation der Genexpression.

Es wurde beschrieben, dafl im Zellkern lokalisiertes phosphoryliertes CapG
die nukledre PI5-Kinase in Ratten- und Mausfibroblasten durch Substratse-
questration, also durch PIP,-Bindung hemmt. Die PI3-Kinase phosphory-
liert PIP,, PIP und PtdIns und generiert so mogliche second messenger,
die indirekt oder direkt die DNA-Synthese regulieren [31].

Auch eine Interaktion mit Steroidrezeptoren ist moglich [19]. Fir CapG
selbst ist bisher solch eine Interaktion nicht bekannt, aber fiir einige andere
Proteine aus der Gruppe der Gelsolin-verwandten Aktin-bindenden Prote-
ine: Gelsolin selbst beispielsweise moduliert die Transkriptionsaktivitat von
PPAR-v und bei Stimulation mit dem entsprechenden Liganden auch die des
Glukokortikoid- und des Androgenrezeptors [41]. Supervillin assoziiert mit
dem Androgenrezeptor und verstérkt dessen Transkriptionsaktivitat. Es wird
berichtet, Monomere des -Aktin forderten diesen Effekt [42, 43]. Flightless I,
ein Vertreter der Gelsolinfamilie, der zunéchst in Drosophila entdeckt wurde,
ist Teil des Ko-Aktivatorkomplexes des Ostrogen- und des Thyroidrezeptors.
AuBlerdem bindet es an Chromatin-remodeling-Komplexe und kénnte so die-
se Komplexe an DNA-Regionen proximal der Steroidrezeptor gebundenen
rekrutieren und damit die Aktivitét dieser Rezeptoren unterstiitzen [44].

Ohne Genaueres iiber die Interaktionspartner des CapG-Proteins im Zell-
kern oder dessen Funktion dort zu wissen, deutet sich doch nach neueren Un-
tersuchungen an, dafl gerade der Anteil des CapG-Proteins, der im Zellkern
lokalisiert ist, fiir die Beweglichkeit bzw. fiir die Zunahme der Beweglichkeit
einer gutartigen Zelle wichtig ist:

e Scherkriften ausgesetzte Endothelzellen zeigen eine gesteigerte Migra-
tionsfahigkeit und exprimieren vermehrt CapG: Das Aktin-assoziierte
CapG im Zytoplasma verdoppelt sich innerhalb von 2 Stunden, wo-
hingegen sich das im Zellkern lokalisierte CapG vervierfacht, allerdings
erst innerhalb von 24 Stunden [17].

e Die induzierte Uberexpression des CapG-eGFP-Fusionsproteins in Zy-
toplasma und Zellkern fiithrt in Nierenzellen des Hundes und in hu-
manen embryonalen Nierenzellen zu verstirkter Motilitit. Die Uber-
expression des Proteins allein im Zytoplasma - durch Anhéngen ei-
ner nukledren Exportsequenz - dndert dahingegen die Motilitat dieser
Zellen nicht. Die transiente Kotransfektion humaner embryonaler Nie-
renzellen mit CapG und dominant negativen Mutanten verschiedener
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upstream-Effektoren und die Behandlung mit entsprechenden Inhibi-
toren erdffneten, dal die CapG getriggerte verstirkte Motilitdt RhoA,
Cdc 42, Ras, die PI3-Kinase und auch die MAP-Kinase bendttigen
konnte und dafl die eventuell transkriptionregulierende Funktion des
CapG-Proteins moglicherweise durch die MAP- und die PI3-Kinase
kontrolliert wird. Tatséchliche Interaktionspartner des CapG im Zell-
kern konnten jedoch nicht identifiziert werden [18].

2.11 Funktion in Tumorzellen

Neben diesen Befunden, dafl das CapG an der Kontrolle der Zellmobilitéit gut-
artiger Zellen beteiligt ist und speziell der Zellkernanteil des CapG fiir den
Zugewinn an Migrationsfiahigkeit dieser Zelltypen verantwortlich zu scheint,
mehren sich die Hinweise, dafl dem CapG-Protein auch in verschiedenen Kar-
zinomentitdten entscheidende Bedeutung zukommt: Es scheint in karzino-
matosen Geweben eine Motilitét, Invasivitdt und Metastasierung fordernde
Wirkung zu haben. Im Rahmen der angefiihrten Untersuchungen des ,, Gyne-
cological Cancer Consortium* wurde auch eine Uberexpression des CapG-
Proteins in serésen und muzintsen Ovarialkarzinomen beschrieben [1].

Auch in Pankreaskarzinomen wird von einer Uberexpression des Pro-
teins berichtet. Bei dieser Tumorentitdt korreliert die Intensitdt der im-
munhistochemischen Féarbung des CapG-Proteins im Zellkern wohl mit der
Tumorgrofle. Weitere Korrelationen zwischen immunhistochemischer CapG-
Farbung und etablierten prognostischen Parametern wie Tumorgrading, No-
dalstatus und Invasion der Gefafle und Nervenscheiden wurden nicht gefun-
den. Da allerdings alle Patienten von fortgeschrittenen, bereits disseminierten
Stadien betroffen waren, ist es schwer, einen moglichen Beitrag des CapG-
Proteins zu frithen Stufen der Invasivitdt aus dieser Studie abzuleiten. Der
experimentelle knockdown des CapG-Proteins verminderte die Motilitéat ver-
schiedener Pankreaskarzinomzellinien [21].

Es gibt Berichte, das CapG-Protein werde auch in okuldren Melanomen
[45] und in Glioblastomen [46] iberexprimiert.

Transfektionen einer humanen Fibrosarkomzellinie mit dominant negati-
ven AP-1-Konstrukten zeitigte eine verminderte Expression von CapG und
Gelsolin und reduzierte die gerichtete Bewegung, die Chemo- und Haptotaxis,
dieser Zellen [47].

Von einigen Lungen- und Magenkarzinomzellinien und einer Melanomzell-
linie wurde allerdings berichtet, sie wiirden im Gegensatz zum entsprechen-
den Normalgewebe kein CapG-Protein mehr exprimieren [13].
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Der angenommene allgemeine Zusammenhang zwischen CapG-Expression
und Motilitat benigner Zellen und eventuell Invasivitdat und Metastasierungs-
fahigkeit maligner Zellen wie auch im speziellen die Tatsache, dafl das CapG-
Protein in Mammakarzinomen iiberexprimiert wird, waren Anlal und Aus-
gangspunkt der hier vorgestellten Arbeit.



Kapitel 3
Methoden

3.1 Auswahl der Zellinien und Zellkultur

Als zelluldres Modellsystem der Kinetikanalyse des CapG-eGFP-Fusionspro-
teins dienten eine hochinvasive, metastasierende Mammakarzinomzellinie, die
MDA-MB-231, und eine nichtneoplastische, dem normalen Brustepithel dhn-
liche Zellinie, die MCF-12A. MDA-MB-231 und MCF-12A sind als etablierte
Zellinien bei ATCC zu beziehen.

Die MDA-MB-231 wurden 1973 aus einer pleuralen Metastase eines wenig
differenzierten Adenokarzinoms (G III) einer 51-jahrigen Patientin gewonnen
[48, 49].

Die Zellen exprimieren Rezeptoren des epidermalen Wachstumsfaktors
(EGF). Sie sind tumorigen in immundefizienten Nacktméusen und in ALS
(Anti-Lymphozytenserum) behandelten BALB/c-Mausen [50]. Die MDA-MB-
231 zeigen die hochste CapG-Expression der bisher untersuchten Brustkrebs-
zellinien (Niederacher, unpublizierte Daten).

Um aus den Daten dieser Arbeit tatsdchlich Aussagen iiber metastasie-
rungsfiahige Brustkrebszellen ableiten zu konnen, um also die Heterogenitét
der Zellpopulation eines Primértumors zu umgehen, wurde eine Karzinom-
zellinie gewdhlt, die aus einer Metastase gewonnen und die somit durch den
Metastasierungsprozefl gleichsam klonal selektioniert worden war.

Die MDA-MB-231 wuchsen in phenolrotfreiem DMEM-Medium unter Zu-
satz von 10% fetalem Kilberserum und 1% Glutaminsiure.

Die MCF-12A wurden 1986 aus einer Mammareduktionsplastik einer 60-
jéhrigen Patientin isoliert. Die histopathologische Untersuchung des Brustge-
webes ergab eine fibrozystische Erkrankung mit umschriebenen Arealen in-
traduktaler Hyperplasie. Die Zellen sind in immundefizienten Nacktmé&usen
nicht tumorigen. Sie zeigen eine typische luminal epitheliale Morphologie [51].

31
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Die MCF-12A wuchsen in phenolrotfreiem RPMI-Medium unter Zusatz
von 5% fetalem Pferdeserum, EGF in einer Endkonzentration von 20 ng/ml,
Insulin in einer Endkonzentration von 10 pg/ml, Hydrocortison in einer End-
konzentration von 500 ng/ml und Choleratoxin in einer Endkonzentration
von 100 ng/ml.

Beide Zellinien wuchsen bei 37°C in 5%-iger C'Os-Atmosphire. Bei Kon-
fluenz wurden sie in Medium 1:5, 1:10 und 1:20 verdiinnt umgesetzt. Fiir die
mikroskopischen Untersuchungen wurden die Zellen 2 Tage zuvor in Deck-
glaskammern von Nunc gesét, etwa 25000 Zellen in 0,3 ml Medium pro Kam-
mer.

3.2 Konstruierte Vektoren

Die ¢cDNA des humanen CapG wurde mit den Oligonukleotidprimern CapG
EcoRI fwd und CapG Sacll rev amplifiziert, mit den Restriktionsenzymen
EcoRI und Sacll geschnitten und in die Multiple Cloning Site der Vektoren
pSVeGEFP und pSVmREFP ligiert.

Auf die gleiche Art mit entsprechenden Primern (s. Anhang B) wurden die
c¢DNA des humanen (-Aktin und des humanen zytoplasmatischen Gelsolin in
die MCS des pEGFP-/mRFP-Vektors bzw. des pSVeGFP-/mRFP-Vektors
kloniert. Die erhaltenen Konstrukte wurden sequenziert.

3.3 Transfektionen

Die MDA-MB-231 wurden transient und stabil mit TransFectin" von BioRad
transfiziert, die MCF-12A transient mit Lipofectamin” 2000 von Invitrogen
und stabil mit FuGene® HD von Roche Diagnostics. Das Herstellerproto-
koll wurde jeweils leicht optimiert. Folgende stabil exprimierende Zellinien
konnten unter Neomycin/G418-Selektionsdruck etabliert werden:

e MDA-MB-231

— CapG-eGFP

— CapG-mRFP

— eGFP-Aktin
e MCF-12A

— CapG-eGFP
— CapG-mCherry
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3.4 CapG-knockdown

CapG-eGFP stabil exprimierende Klone der Mammakarzinomzellinie MDA-
MB-231 wurden mit siRNA-Oligonukleotiden transfiziert. Als Transfektions-
medium diente HiPerFect” der Firma Qiagen, es wurde gem#f der Herstel-
leranleitung verwendet. Die effektive siRNA-Konzentration in 2 ml Zellkul-
turmedium betrug 2,5 bzw. 5 nM. 72h nach der Transfektion wurden Invasi-
onsstudien durchgefiihrt.

Die drei verwendeten siRNA-Molekiile (s. Anhang B) waren gegen drei
Doménen des humanen CapG gerichtet, den Sequenzpositionen 355 - 373,
621 - 639 and 759 - 777 der kodierenden Sequenz des CapG entsprechend.

Bei jedem Experiment wurden CapG-eGFP stabil exprimierende Zellen
desselben MDA-MB-231-Klons, die nicht mit siRNA behandelt waren, als
Kontrolle mitgefiihrt.

3.5 Invasionsassay

Um einen Anhalt fiir das metastatische Potential der Brustkrebszellinie zu er-
halten, wurden in den BD BioCoat" Matrigel” Invasion Chambers die Brust-
krebszellen gezéhlt, die nach 16 - 18h die rekonstruierte Basalmembran 8 pm
grofler Poren durchwandert hatten.

Dieser Invasionsassay wurde bei einer Vielzahl Tumorzellen erfolgreich
verwendet - bei Zellinien und bei Primérkulturen. Beispiele sind in den Refe-
renzen zu finden [52, 53, 54]. Die BD BioCoat" Matrigel” Invasion Chambers
bestehen aus Falcon Cell Culture Inserts, die eine PET-Membran mit 8 pm
groffen Poren und einer diinnen Schicht Matrigel-Basalmembran-Matrix tra-
gen, und den BD Falcon” TC Companion Plates. Die Matrigel-Matrix ist eine
Basalmembranpréparation aus einem Maussarkom. Sie enthélt Laminin, Kol-
lagen IV, Heparansulfat, Proteoglykan, Entactin und Wachstumsfaktoren.

Die Invasionskammern wurden der Anleitung des Herstellers gemafl be-
nutzt. Um die gewanderten Zellen besser zdhlen zu konnen, wurden die
Einsétze fixiert und mit Toluidinblau geféarbt.

3.6 Dekonvolution und dreidimensionale Re-
konstruktion

Damit die Dynamik der Zellverformung bei der Passage einer 8 yum grofien
Pore sichtbar gemacht werden konnte, wurden in bestimmten Zeitabstdnden
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Schnittbilder (Z-Stapel) lebender Brustkrebszellen aufgenommen. Die Brust-
krebszellen exprimierten das Fusionsprotein CapG-eGFP stabil. Nach 7, 9
und 11h wurden verschiedene Ansétze des Invasionsassays bei 37°C mit dem
konfokalen Mikroskop C1Si von Nikon beobachtet.

Da der Abstand der Einsétze mit der rekonstituierten Basalmembran zum
Boden der vorgefertigten Companion Plates grofier ist als der Arbeitsbe-
reich des Objektivs (Plan Fluor 20 x/ 0.75, Wasserimmersion), muBten diese
Einsétze in ein Labtec der Firma Nunc umgesetzt werden. Damit sie nicht di-
rekt auf den Labtecboden aufsetzten und durchgewanderte Zellen quetschten,
dienten flache, desinfizierte Plastikringe als Abstandshalter. Das umgebende
Medium wurde mit Hepes auf physiologischen pH gepuffert.

Die Dekonvolution der aufgenommenen Z-Stapel mit Hilfe des Programms
Huygens® Essential verbesserte die Qualitiit dieser Bilder und ermdglichte
eine gute dreidimensionale Rekonstruktion der wandernden Zellen.

Ziel der Dekonvolution ist es, Verzerrungen und Unschérfen eines Bildes
rechnerisch zu beseitigen. Einzelne Punkte, die kleiner sind als das optische
System aufzulosen vermag, werden ausgebreitet und verzerrt wiedergege-
ben. Diese Eigenschaft kann mit der dreidimensionalen point spread function
(PSF) charakterisierend beschrieben werden. Im mikroskopischen Bild wird
nun jeder Punkt eines dreidimensionalen Objekts durch die dreidimensiona-
le PSF ersetzt; und schlieBlich werden all diese PSFs zum endgiiltigen Bild
aufsummiert, das Bild wird konvoluiert. Gelingt es, die PSF zu bestimmen,
kann anhand der inversen respektive komplementiren Funktion das erhalte-
ne Bild dekonvoluiert, der beschriebene Prozef also umgekehrt und das Bild
nachtraglich verbessert werden. Tatséchlich ist es nicht moglich, die wahre
PSF eines optischen Systems zu ermitteln, sie kann lediglich approximiert
werden. Bei der Dekonvolution eines Bildes werden iterative Algorithmen
verwendet, um unrealistische Losungen zu vermeiden [55].

3.7 Total Internal Fluorescence Reflection

Total Internal Fluorescence Reflection (TIRF) dient der selektiven Anregung
fluoreszierender Molekiile an Oberflichen. Die TIRF-Mikroskopie nutzt die
Totalreflexion schrig einfallenden Lichts an der Kontaktfliche zweier Me-
dien unterschiedlicher Refraktivitdt und das dabei entstehende evaneszente
elektromagnetische Feld [56].

Trifft ein Lichtstrahl aus einem transparenten Medium hoher Refrakti-
vitit (beispielsweise Glas) auf ein transparentes Medium niedriger Refrakti-
vitdt (beispielsweise Wasser), wird er in Abhéngigkeit des Einfallswinkels an
der Grenzfliche der beiden Medien gebrochen oder total reflektiert. Zur To-
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talreflexion kommt es nur, wenn der Lichtstrahl in einem ausreichend grofien
Winkel auf die Grenzfliche zu einem Medium niedrigerer Refraktivitat trifft.
Das einfallende Licht wird zwar an der Grenzfliche zum Medium niedrigerer
Refraktivitat total reflektiert, erzeugt aber in diesem Medium ein elektro-
magnetisches Feld. Dies ist das sogenannte evaneszente Feld. Es hat die glei-
che Wellenldnge wie das einfallende Licht. Seine Intensitdt nimmt jedoch
mit zunehmender Entfernung zur Grenzfliche exponentiell ab. Das Feld ver-
schwindet, es ist evaneszent.

Die Energie dieses Feldes ist nur innerhalb eines schmalen Streifens, etwa
100 nm, nahe der Grenzfliche grofi genug, um Fluorophore zur Fluoreszenz
anzuregen. Diese selektive Anregung nur der oberflichennahen Fluorophore
ist der grundlegende Unterschied zu einem anderen optischen Schnittver-
fahren, der konfokalen Mikroskopie. Bei der konfokalen Mikroskopie werden
die Fluorophore in der gesamten axialen Ausdehnung der Probe angeregt,
die emittierte Fluoreszenz allerdings nur aus einem umschriebenen Bereich
detektiert. Bei der TIRF-Mikroskopie gilt also das Prinzip der selektiven
Anregung, bei der konfokalen Mikroskopie das der selektiven Detektion. Bei
dem Vergleich dieser beiden optischen Techniken ist hervorzuheben, daf die
Tiefenausdehnung des optischen Schnitts bei TIRF nur etwa 100 nm betrigt,
bei der konfokalen Mikroskopie dagegen mindestens 600 nm. Zudem ist die
TIRF-Mikroskopie bei Anwendungen iiberlegen, die eine begrenzte Anregung
giinstig erscheinen lassen, so z.B. bei lichtempfindlichen Zellen. Allerdings ist
die TIRF-M auf die Visualisierung oberflichennaher Bereiche beschrénkt.

Es gibt zwei technische Umsetzungen der TIRF-Mikroskopie: Das eva-
neszente Feld wird mit Hilfe eines Prismas erzeugt oder mit einem Objektiv
hoher numerischer Apertur.

¥ TIR SURFACE N

Abbildung 3.1: Objektivmethode der TIRF-Mikroskopie: Strahlengang des
lateralisierten Lasers (dunkelgrau); modifiziert nach [56]
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Verschiedene Varianten der Prismenmethode sind moglich. Die meisten
jedoch schrianken die Zugénglichkeit der Probe ein. Auflerdem ist das Pris-
ma bei invertierten Mikroskopen meist auf der Seite der Probe angebracht,
die dem Objektiv gegeniiberliegt, wodurch die Signalqualitdt der emittierten
Fluoreszenz durch das gesamte iiberlagernde Probenvolumen beeintréchtigt
wird. Positioniert man das Prisma zwischen Objektiv und Probe, entstehen
Probleme aus dem begrenzten Arbeitsbereich hochauflésender Objektive.

Bei der Objektivmethode wird der Lichtstrahl lateralisiert durch das Ob-
jektiv gefithrt. Wichtig ist es, Objektive hoher numerischer Apertur zu nut-
zen (NA >1.33), die den parallelen in der Peripherie des Objektivs gefiihrten
Lichtstrahl im notigen kritischen Winkel (6.) auf die Grenzfldche projizieren
konnen.

Fiir die im Rahmen dieser Arbeit gezeigten TIRF-Aufnahmen wurde ein
TIRF-Mikroskop von Nikon mit einem TIRF-PlanApoVC-Objektiv (60 x/
1.45, Olimmersion) genutzt. Die emittierte Fluoreszenz wurde mit der Ha-
mamatsu Kamera ORCA AG detektiert. Seltener wurde die CCD-Kamera
von Nikon, die DS-1 QM, verwendet. Bei dem gewéhlten Aufbau war eine
Kombination von TIRF-M und Weitfeldbeleuchtung moglich. Die untersuch-
ten lebenden Zellen wurden in hepesgepuffertem Medium bei 37°C inkubiert.

3.8 Fluorescence Correlation Spectroscopy

Die Fluorescence Correlation Spectroscopy (FCS) analysiert Intensitatsfluk-
tuationen eines Fluoreszenzsignals.

Diese Intensititsfluktuationen sind typischerweise durch Anderungen der
Anzahl fluoreszierender Molekiile im Detektionsvolumen bedingt. Die Anzahl
fluoreszierender Molekiile im Detektionsvolumen kann sich durch Diffusion
und durch photochemische oder photophysikalische Reaktionen der entspre-
chenden Molekiile éndern.

Im thermodynamischen Gleichgewicht und bei einem offenen Detekti-
onsvolumen zeigen die Fluoreszenzfluktuationen stochastische Variationen in
GroBe und Dauer, das heifit sie schwanken um ein Mittel, welches durch das
umgebende Medium und seine Thermodynamik bestimmt wird. Der stocha-
stische Charakter der Fluoreszenzfluktuationen macht eine statistische Aus-
wertung einer grofien Zahl individueller Fluktuationen erforderlich, um cha-
rakteristische Parameter der Dynamik zugrundeliegender molekularer Pro-
zesse wie Diffusions- und Reaktionskonstanten zu erhalten. Dazu wird meist
die Autokorrelation benutzt. Ein Fluoreszenzsignal kann zeitlich und réaum-
lich korreliert werden. Hier wurde es nur zeitlich korreliert. Die Autokor-
relationsfunktion gibt somit ein Mafl fiir den zeitabhéngigen Zerfall einer
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Fluktuation auf den entsprechenden Gleichgewichtswert. Damit gehort die
FCS in die Gruppe der Korrelationsspektroskopien, die die Information sto-
chastischer Variationen eines Signals im thermodynamischen Gleichgewicht
analysieren.

Fluoreszenzsignale und deren Fluktuationen wurden erstmals Anfang der
70er Jahre als Indikatoren chemischer Reaktionen genutzt [57], die fritheren
Fluktuationsindikatoren wie der dynamischen Lichtstreuung nicht zuging-
lich waren. Die ersten FCS-Untersuchungen entstanden, um die Dynamik
denaturierender DNA zu verstehen.

Relativ grofle Detektionsvolumina beeintrichtigten die Qualitat der er-
sten FCS-Messungen [58, 59]: Je grofler das Detektionsvolumen, desto groBer
ist die Strecke, die ein fluoreszierendes Molekiil zuriicklegen muf}, und umso
linger wird das detektierte Fluktuationssignal. Da fiir die statistische Aus-
wertung die Detektion vieler solcher (langen) Signale notig ist, um einen
statistisch validen Wert zu erhalten, betrugen die FCS-Mefzeiten bis zu ei-
ner halben Stunde. Das setzt eine hohe Stabilitdt des untersuchten Systems
voraus. Zellmessungen waren unmoglich.

Die Dynamik molekularer Prozesse auch an und in lebenden Zellen be-
stimmen zu konnen, war Motivation, die der FCS theoretisch und auch ex-
perimentell verwandte Fluorescence Photobleaching Recovery (FPR) bzw.
Fluorescence Recovery after Photobleaching (FRAP) zu entwickeln. Hierbei
werden nicht spontane, stochastische Intensitédtsénderungen durch einzelne
fluoreszierende Molekiile im thermodynamischen Gleichgewicht betrachtet;
vielmehr wird die Gleichgewichtsverteilung fluoreszierender Molekiile gestort
und anschliefend die Umverteilung der generierten Populationen fluoreszie-
render und nicht mehr fluoreszierender Molekiile registriert, bis sich eine neue
Gleichgewichtsverteilung eingestellt hat. Es muf§ also nicht eine Vielzahl ein-
zelner Fluktuationen registriert werden, sondern die einmalige Beobachtung
einer solchen Umverteilung verschiedener Populationen reicht, um Transport-
und Reaktionskonstanten als charakterisierende Kinetikparameter abzulei-
ten. Die Mefizeit, die ein FRAP-Experiment erforderte, erlaubte auch die
Betrachtung instabiler Systeme wie eben lebender Zellen.

Durch die Integration der FCS in konfokale Mikroskope [60] konnten die
Detektionsvolumina und damit auch die erforderlichen Mef}zeiten und das
Untergrundsignal reduziert werden. Parallel dazu wurden stabilere Laser-
systeme, Objektive hoher numerischer Apertur, selektivere bandpass-Filter,
sensitivere Detektoren (Lawinenphotodioden, APD) und effizientere Korre-
latorsysteme entwickelt: So wurden auch FCS-Messungen in lebenden Zellen
moglich.
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3.8.1 Experimenteller Aufbau

Fiir die FCS-Messungen in lebenden Zellen wurde das in der Abteilung ge-
baute Fluoreszenzfluktuationsmikroskop benutzt. Dies ist ein inverses Mi-
kroskop, ein Olympus IX-70, das um eine FCS-Detektionseinheit, konfokalen
Strahlengang und eine Scanning-Einheit am seitlichen Ausgang modular er-
weitert wurde [61, 62, 63].
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Abbildung 3.2: Schemazeichnung des konfokalen Strahlengangs; modifiziert
nach [64]

Das Laserlicht wird iiber eine Glasfaser in das FCS-Modul eingekoppelt.
Durch einen Kollimator wird es parallelisiert und mit einer konvexen Linse in
die Bildebene des Mikroskops fokussiert. Diese nahezu punktférmige Licht-
quelle wird im Objekt abgebildet und regt dort Fluoreszenz an. Das Objektiv
hoher numerischer Apertur (UplanApo 60x/ 1.2, Wasserimmersion) biindelt
das einfallende Licht zusétzlich, es entsteht ein diffraktionslimitierter Punkt.

Das Fluoreszenzlicht aus dem Fokus des Anregungslichts wird in die Bild-
ebene zuriickprojiziert. Da Lichtquelle und Detektor nicht an derselben Stelle
angeordnet sein konnen, wird iiber einen dichroitischen Strahlteiler eine zwei-
te Bildebene erzeugt. Der Dichroit funktioniert als wellenldngenabhéngiger
Strahlteiler, er reflektiert das Laserlicht, 148t aber das lingerwellige, rotver-
setzte Fluoreszenzlicht passieren. In der zweiten Bildebene ist eine Lochblen-
de positioniert, die Streulicht und Fluoreszenzlicht, das nicht aus dem Fokus
des Anregungslichts stammt, ausblendet und damit die Auflésung vor allem
in axialer Richtung verbessert.
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Abbildung 3.3: Prinzip der Lochblende in konfokalen Mikroskopen im Ver-
gleich mit Weitfeldbeleuchtung: Streulicht und Fluoreszenzlicht, das nicht
aus dem Fokus stammt, werden ausgeblendet; modifiziert nach [55].

Die Strahltaille des einfallenden Laserlichts und die Lochblende definieren
das ellipsoide konfokale Detektionsvolumen, das typischerweise kleiner als ein
Femtoliter ist.
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Abbildung 3.4: konfokales Detektionsvolumen (dunkelgrau), das durch die
Strahltaille des einfallenden Laserlichts und die Lochblende definiert wird;
modifiziert nach [65]

Zwischen Lochblende und Detektor befindet sich ein bandpass-Filter,
der im Strahlengang reflektiertes Licht und gestreutes Anregungslicht un-
terdriickt. Das emittierte Licht kann mit einer Linse auf den Detektor, ei-
ne Lawinenphotodiode (SPCM-AQR-13, Perkin-Elmer), fokussiert werden.
Dieser ist in der Lage, einzelne Photonen zu detektieren, und wandelt sie in
elektrische Pulse um.

Zwischen FCS-Modul und seitlichen Ausgang des Mikroskops wurde ein
Spiegelscanner eingebaut. Er fithrt mit galvanometrisch betriebenen Spiegeln



KAPITEL 3. METHODEN 40

das punktférmige Licht iiber die Probe und macht es méglich, das Anregungs-
licht bis auf 25 nm genau zu positionieren. Mit Schrittmotoren kann auch der
Probentisch bewegt werden.
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Abbildung 3.5: Prinzip des Punktscannens mit einem Spiegelscanner; modi-
fiziert nach [55]

Die Autokorrelationen werden mit einem Echtzeit-Korrelator (ALV 5000,
ALV-Laser GmbH) ausgefiihrt. Dieser Korrelator z&hlt die vom Detektor ge-
lieferten Photonenimpulse {iber bestimmte Zeitintervalle, ¢,. Nach gegebenen
Verzogerungszeiten 7, die Vielfache von ¢, sind, z&hlt er erneut Photonen-
impulse. Die momentanen (n;) und die verzogerten Zihlraten (n;_) werden
multipliziert, ihre Produkte aufsummiert. Dieser Prozefl des Multiplizierens
von Ziahlraten und Summierens entsprechender Produkte wird fiir viele Zeit-
intervalle, t, > 200 nsec, und Verzogerungszeiten gleichzeitig ausgefiihrt. Da-
mit wird die Korrelationsfunktion berechnet.

c(k) = Z MM (3.1)

Die errechneten Autokorrelationen werden normalisiert und in Echtzeit wie-
dergegeben, G(7). Nach der Messung kann eine Liste von Verzogerungszeiten,
7, und den dazugehorigen MeBwerten G(7) als ASCII-File gespeichert wer-
den.

Die Produkte der Zéhlraten, die durch ldngere Verzogerungsintervalle ge-
trennt sind, sind kleiner als die Produkte derer, die kiirzere Verzogerungsin-
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tervalle trennen: Der errechnete G(7)-Wert wird fiir lingere Verzogerungs-
intervalle kleiner. Wird die Autokorrelation fiir die Analyse translationaler
Diffusion genutzt, bedeutet dies, die Position eines jeden fluoreszierenden
Molekiils korreliert mit sich selbst iiber die Zeit zunehmend schlechter, die
emittierte Fluoreszenzintensitat wird sich selbst immer unédhnlicher, da sich
das Molekiil immer weiter von seiner urspriinglichen Position wegbewegt.

Mit dem beschriebenen Aufbau wurden FCS-Analysen in lebenden Zellen
ausgefiihrt. Die transient transfizierten Mammakarzinomzellen (MDA-MB-
231) wurden bei 37°C in 5%-iger C'O,-Atmosphére gemessen.

3.8.2 Auswertung der Daten

Die grundlegenden Daten der Fluoreszenzkorrelationsspektroskopie sind iiber
die Zeit gemessene Fluoreszenzintensitéiten, F'(¢). Diese sind proportional der
Anzahl fluoreszierender Molekiile im Detektionsvolumen:

F(t) < N (32)

Die Autokorrelationsfunktion (ACF) der Fluoreszenzintensititen ist de-
finiert als
C(r)=(F@t)F(t+ 1)) (3.3)

und wird als Produkt der Z&hlraten von Photonenimpulsen verschiedener
Verzogerungsintervalle vom Korrelator errechnet (s. Gl. 3.1).

Die Intensitétsfluktuationen zum Zeitpunkt ¢, 0 F'(¢), sind die Abweichun-
gen von der mittleren Fluoreszenzintensitit, (F(t)):

OF(t) = F(t) — (F(t)) (3.4)

Die beobachteten Intensitatsfluktuationen zum Zeitpunkt ¢ konnen mit
den Intensitatsfluktuationen zum Zeitpunkt ¢+7 korreliert werden. Die Auto-
korrelationsfunktion der Fluktuationen der Fluoreszenzintensitit lautet ent-
sprechend!:

C(r) = (F(t))* + (0F(t)6F(t + 7)) (3.5)

Um diese Funktion unabhéngig vom jeweiligen instrumentellen Aufbau zu
machen, wird sie normalisiert:

B (0F(t)oF(t+ 7))
9 =1+ e

'Diese Form der ACF ergibt sich aus Gl. 3.3, setzt man F(t) = (F(t)) + 6F(t) bzw.
F(t+7) = (F(t)) + 6F(t + 7). Lost man Gleichung 3.3 dann auf, erhiilt man: (F(t))? +
(SF(t)-6F(t47))+(F(t))?-[(0F (t))+ (6 F(t+7))], wobei per def. (§F(t)) = (§F(t+7)) = 0.
Damit erhdlt man GI. 3.5.

(3.6)
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Fiir weitere Analysen wird g(7) gegen verschiedene Verzogerungszeiten 7 in
einem Koordinatensystem aufgetragen.

In einem molekularen System, das rein zufélligen Intensitatsfluktuatio-
nen unterliegt, werden die Werte von g(7) um Eins streuen, die detektierten
Intensitatsfluktuationen sind unkorreliert. Sind aber die Intensitétsfluktua-
tionen nicht rein zufillig verteilt, sondern stochastische Fluktuationen um
ein Mittel, das durch die makroskopischen Eigenschaften des untersuchten
Systems bedingt ist, ergibt sich fiir g(7) ein maximaler Wert, bei 7 — 0,
der kontinuierlich auf Eins abfillt, wenn die Verzogerungszeiten sehr lang
werden, 7 — o0.

Meist wird nur der sogenannte nicht-uniforme Teil der ACF betrachtet:

(OF(t)0F(t+ 1))
(F(t))?

bei dem der maximale Wert fiir G(7) bei 7 — 0 auf G(7)=0 fiir lange Kor-

relationszeiten fallt. Der maximale Wert der ACF, ihre Amplitude, und ihr

Abfall auf Null, also die Form ihres Zerfalls, liefern wesentliche Informationen
der Fluoreszenzkorrelationsspektroskopie.

G(r) =

(3.7)

Amplitude der ACF

Fiir kleine Detektionsvolumina, die im freien Austausch mit dem umgeben-
den, unendlich gedachten Medium stehen, wird eine Poisson-Verteilung fluo-
reszierender Molekiile angenommen?. Aus Gleichung 3.7 folgt, dal der ma-
ximale Wert fiir 7 — 0 gleich der normierten Varianz des Fluoreszenzsignals
ist:
2
G0y BF@IFE+0) _ (FP) )
(F(t)? (F(t)?
Die Varianz ist das Quadrat der Standardabweichung, o?F(t) = ((F(t) —
(F(t)))?) = ([6F(t)]*), und bei einer Poisson-Verteilung proportional dem

Erwartungswert dieser Verteilung, also

o?F(t) oc (F(1)) (3.9)
und da (F(t)) oc N, ist somit 0?F(t) oc N (3.10)
Unter diesen Voraussetzungen ergibt sich aus Gleichung 3.8, daf}
G(0) x 1/N (3.11)
2Wenn sich Phinomene 0, 1, 2, 3, ... mal in gegebener Zeit oder gegebenem Raum

ereignen, sie also diskret sind, und wenn die Wahrscheinlichkeit, daf} sie stattfinden, in
Zeit oder Raum konstant ist, konnen diese Phidnomene mit einer Poisson-Verteilung be-
schrieben werden.
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Der limitierende maximale Wert von G(7) bei 7 — 0 ist damit umgekehrt
proportional der Anzahl unabhéngig voneinander diffundierender, fluoreszie-
render Teilchen im Fokusvolumen.

~I/N

G(r)

I time

Abbildung 3.6: Fluoreszenzfluktuationen und abgeleitete Autokorrelations-
funktion; modifiziert nach [65]

Diese Anzahl Fluorophore im Fokusvolumen wird durch die mittlere Kon-
zentration der untersuchten Fluorophorlosung (C) und die Grofe des effek-
tiven Detektionsvolumens V. ;s bestimmt.

(N) =(C) - Veyy (3.12)

Bei konstanter Fluoreszenz und einer kleinen Anzahl Fluorophore in ei-
nem kleinen System bedingen einzelne Fluorophore grofle Fluoreszenzénde-
rungen relativ zu der iiber die Zeit gemittelten Fluoreszenzintensitét. Da die
FCS den Informationsgehalt gerade solcher Fluktuationen nutzt, sollten nied-
rig konzentrierte Proben (<1 puM) gemessen werden. Je hoher konzentriert
eine Fluorophorlosung ist, desto geringer werden die durch einzelne Fluoro-
phormolekiile ausgelosten Fluktuationen relativ zur durchschnittlichen Fluo-
reszenzintensitat. Das Fluktuationssignal des einzelnen Fluorophors geht im
Rauschen der Gesamtlosung unter. Auflerdem verliert die Grundvorausset-
zung der statistischen Auswertung der Fluoreszenzfluktuationen ihre Giiltig-
keit: Nehmen die gelosten Fluorophore wie im Fall einer stark konzentrier-
ten Losung einen signifikanten Anteil am Gesamtvolumen ein, konnen die
registrierten Anzahlfluktuationen nicht mehr durch eine Poisson-Verteilung
beschrieben werden.

Auf der anderen Seite fithrt auch eine zu niedrig konzentrierte Fluo-
rophorlosung (<50 fM) zu Schwierigkeiten, das spezifische Fluktuationssi-
gnal gegen das Untergrundrauschen abzugrenzen. Die Auswahl geeignet kon-
zentrierter Proben (also in etwa >50 fM und <1 pM), dies sind i. allg.
schwach fluoreszierende Zellen, erscheint damit grundlegend fiir valide FCS-
Messungen.
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Wie in Gleichung 3.2 angegeben ist die mittlere Fluoreszenzintensitit,
(F(t)), proportional der Anzahl fluoreszierender Molekiile im Detektionsvo-
lumen. Ein weiterer Parameter, die mittlere molekulare Helligkeit der Fluo-
rophore 1, bestimmt diesen Zusammenhang genauer. Die mittlere moleku-
lare Helligkeit ist Ausdruck der Fluorophoreigenschaften (beispielsweise der
Fluoreszenzlebensdauer und der Quantenausbeute) und des instrumentellen
Aufbaus. Sie wird in Photonen pro Molekiil und Sekunde angegeben (cpms).

(F(t)) = p(N) = {C)V (3.13)

Mit Hilfe der molekularen Helligkeit und der Amplitude der ACF sind Aus-
sagen iiber den Assoziationsgrad n fluoreszierender Molekiile moglich: Ver-
binden sich beispielsweise Monomere zu Dimeren, halbiert sich die Anzahl
unabhéngig diffundierender Teilchen; damit sinkt die Amplitude der ACF
um die Halfte, und die molekulare Helligkeit verdoppelt sich. Vergleicht man
also die mittleren molekularen Helligkeiten des freien, monomer angenom-
menen eGFP und eines Fusionsproteins unbekannter Assoziationseigenschaft
unter denselben experimentellen Bedingungen, bekommt man einen Anhalt
fiir den Assoziationsgrad des untersuchten Fusionsproteins:

) o

Die detektierte Photonenzahl pro Molekiil und Sekunde bestimmt wesent-
lich die Qualitét des registrierten Fluoreszenzsignals. Ziel einer FCS-Messung
muf es sein, ein moglichst eindeutiges Signal zu detektieren, also viele Photo-
nen von wenigen Fluorophoren zu erhalten, und dariiberhinaus méglichst vie-
le solcher eindeutigen Signale zu sammeln, also iiber eine grofie Zeitspanne zu
messen. Folgender Zusammenhang definiert das Signal-zu-Rausch-Verhéltnis
(SNR):

SNR=yVT (3.15)

Kann die detektierte Photonenzahl pro Molekiil verdoppelt werden, ist folg-
lich nur ein Viertel der Mefizeit notig, um die gleiche Qualitéit des Signals zu
erhalten.

Zerfallsform der ACF

Die Form der ACF spiegelt die Dynamik des beobachteten fluktuierenden
Systems wider: Verschwindet ein fluoreszierendes Molekiil schnell aus dem
Fokus - durch Diffusion oder chemische Reaktion -, wird es als schmaler
spike detektiert, bleibt es hingegen ldngere Zeit im Fokus, wird es als breites
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Signal registriert. Vergleicht man die beiden Signale mit sich selbst, ist das
breite Signal iiber léingere Zeit sich selbst dhnlich. Die resultierende ACF fillt
langsamer ab als die des schmalen spikes. Aus dem Zerfall der ACF lassen
sich so charakteristische Diffusions- bzw. Reaktionszeiten ableiten.
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Abbildung 3.7: Beispiel eines Signals, das iiber die Zeit sich selbst immer
unéhnlicher wird, und einer aus dem Uberlappintegral ermittelten Autokor-
relation; modifiziert nach [66]

Um tatséchlich quantitative Aussagen iiber Diffusions- und Reaktions-
zeiten machen zu kénnen, gilt es, eine theoretische Beschreibung zu wéhlen,
die den experimentellen Aufbau und das untersuchte System am besten wie-
dergibt, eine entsprechend gewéhlte theoretische Funktion dann an die ex-
perimentell ermittelten Autokorrelationen anzupassen und so charakteristi-
sche Parameter quantitativ abzuleiten. Im Rahmen dieser Arbeit sollten vor
allem Diffusionsprozesse in der lebenden Zelle untersucht werden. Beispie-
le verschiedener molekularer Prozesse unterschiedlicher biologischer Systeme
sind in diesem Zusammenhang freie sowie anomale Diffusion und aktiver
Transport im Zytoplasma oder auf der Zellmembran.
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Das einfachste theoretische Modell beschreibt freie, dreidimensionale Dif-
fusion einer einzelnen fluoreszierenden Spezies detektiert in einem Volumen,
das ungefdhr einem Rotationsellipsoid entspricht und in dem die Intensitét
des Anregungslichts gaussformig verteilt ist [67]:

1 T\ ! T \"3
Gp(r) = — (1 —> (1 ) , 3.16

o(7) N + ™ + TpK2 ( )
wobei 7p, die Diffusionszeit, als mittlere Aufenthaltsdauer des Fluorophors
im effektiven Detektionsvolumen den charakteristischen Zerfall der Autokor-

relation angibt und durch

’U}2

4D
mit dem Diffusionskoeffizienten verkniipft ist, der nicht vom jeweiligen in-
strumentellen Aufbau abhéngt. Die Geometrie des Detektionsvolumens wird
hier mit w, der horizontalen Halbachse bzw. dem effektiven Radius des La-
serstrahls, und mit dem Strukturfaktor s beriicksichtigt. x beschreibt das
Verhiltnis der vertikalen zur horizontalen Halbachse, k = zy/wy.

Die tatséchlichen Abmessungen des Detektionsvolumens genau zu be-
stimmen, ist kaum moglich, sie kénnen lediglich approximiert werden. Es
gibt zwei Moglichkeiten mit der FCS selbst, das effektive Detektionsvolumen
annadhernd zu schétzen: anhand der Konzentration einer Fluorophorlésung
oder anhand des Diffusionskoeffizienten des verwendeten Fluorophors.

So kann gem&fl Gleichung 3.12 aus der ermittelten Teilchenzahl einer
Fluorophorlésung bekannter Konzentration eine annédhernde Schéatzung des
effektiven Detektionsvolumens gelingen. Die Halbachsen sind dann wie folgt
zu berechnen®:

D

(3.17)

Vepp =72 - wi + 2 (3.18)

Oder aber die horizontale Halbachse w wird entsprechend Gleichung 3.17
aus der Diffusionszeit eines Fluorophors, dessen Diffusionskoeffizient bekannt
ist, errechnet, was allerdings voraussetzt, dafl der Diffusionskoeffizient des
Fluorophors beispielsweise durch Mikrofluidikstudien charakterisiert wurde.
Dies ist nur bei wenigen Fluorophoren der Fall.

Eine FCS-unabhéngige Bestimmung des Detektionsvolumens ist ebenfalls
schwierig. Moglich ist die Messung des Intensitédtsprofils des Anregungslichts
mit einem Scanning-Nahfeldmikroskop (SNOM).

Da nun die tatséchlichen Abmessungen des Detektionsvolumens meist
nicht ermittelbar sind, kann auch der Diffusionskoeffizient einer Substanz

3Das so bestimmte effektive Detektionsvolumen ist bis auf einen Faktor ~1,33 gleich
dem Volumen eines Rotationsellipsoids. Dieser Faktor ~1,33 ergibt sich aus dem Vergleich
mit der Formel V = %w -w? - z, die das Volumen eines Rotationsellipsoids beschreibt.
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nicht absolut, sondern nur relativ bestimmt werden: Die Diffusionszeiten der
untersuchten Substanz und die Diffusionszeiten einer Eichsubstanz, deren
Diffusionskoeffizient bekannt ist, werden mit demselben Aufbau gemessen
und zueinander ins Verhéltnis gesetzt. Als Kalibrierungssubstanz diente bei
diesen Messungen Alera488 in 68 nM, wissriger Losung.

Der Diffusionskoeffizient ist proportional der Geschwindigkeit diffundie-
render Teilchen, die von der Temperatur (absolute Temperatur, 7') und der
Viskositédt des Mediums (1) und von der GroBe der Teilchen (hydrodynami-
scher Radius, R) geméfl der Stokes-Einstein’schen Gleichung abhéngt:

kT
~ 6mR

(3.19)

Wenn das untersuchte Molekiil von globulédrer Gestalt ist, kann sein Mole-
kulargewicht aus FCS-Messungen grob geschétzt werden, da dann R propor-
tional der dritten Wurzel des Molekulargewichts ist. Dieser Zusammenhang
bedeutet aber auch, dafl der Diffusionskoeffizient erst dann deutlich - also
z.B. um Faktor Zwei - differiert, wenn sich das Molekulargewicht um den
Faktor Acht dndert. Die Schiatzung des Molekulargewichts anhand des Dif-
fusionskoeffizienten ist somit nur sehr ungenau.

Die ACF setzt sich aus Beitragen fluoreszierender Spezies unterschiedli-
cher Dynamik zusammen, sie ist gleichsam die Summe dieser Beitrdage. Das
macht es moglich, aus der ACF unterschiedliche Kinetikprozesse abzuleiten,
verschieden schnell reagierende oder verschieden schnell diffundierende Mo-
lekiile.
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Abbildung 3.8: Beispiel fiir Beitrédge fluoreszierender Spezies unterschiedli-
cher Dynamik zur Autokorrelationsfunktion; modifiziert nach [63]
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Unter idealen Bedingungen, d.h. bei gleich groflen Fraktionen und ei-
ner molekularen Helligkeit von 15 kHz/Teilchen, gelingt es, zwei verschie-
den schnell diffundierende Spezies zu trennen, wenn deren Diffusionszeiten
um den Faktor 1,6 differieren. Wenn die Fraktion der langsam diffundieren-
den Komponente nur 10% ausmacht und die molekulare Helligkeit nur 1
kHz/Teilchen betrégt, Bedingungen also, die bei der zelluldren Messung des
CapG-Proteins eher zu erwarten sind, sind nur die Diffusionszeiten als un-
terschiedlich aufzul6sen, die sich um mindestens den Faktor 8 unterscheiden
[68].

Der Modellfunktion, die in dieser Arbeit verwendet wurde, liegt eine drei-
dimensionale Diffusion von zwei nicht wechselwirkenden Spezies in einem
homogenen, isotropen Medium zugrunde. Aulerdem wird in jedem Fall ein
nichtstrahlender Zustand des Fluorophors, der sogenannte Triplettzustand,
beriicksichtigt; gegebenenfalls werden zwei nichtstrahlende Komponenten be-
trachtet.

Gu(r) = 5 (14 67°) (1= 2 = po) Fi (1) + ;aFolr) + psFs(7)) (3.20)

Hierbei sind geméf Gleichung 3.16 die Beitrédge der einzelnen Spezies,
Fi(r):

Fy(r) = (1 + :)1<1+ ’ )% (3.21)

Ti Tik?

N1 ist der Kehrwert der mittleren Teilchenzahl im Beobachtungsvolu-
men, § und O sind Triplettamplitude und -zeit, p2 und p3 die Anteile der
zweiten und dritten Komponente an der Korrelationsfunktion, ¢1, t2 und 3
die charakteristischen Zeiten der einzelnen Komponenten und x der Struk-
turfaktor.

Zur Anpassung der theoretischen Funktion an die experimentell ermit-
telten Autokorrelationen wurde ein in der Abteilung entwickeltes Programm
genutzt. Der verwendete Fitalgorithmus versucht, die Parameter so anzupas-

sen, dafl
N

= Z(Gth(Ti — Gem(Ti)))Q (3.22)

O'A
i=1 v

minimal wird. x? beschreibt als Residuum die Genauigkeit der Anpassung.
Alle Parameter konnen aber auch unabhéngig voneinander fixiert werden.
Da der Strukturfaktor x durch unzureichende Statistik, langsam diffun-
dierende Anteile wie Staub oder Aggregate leicht falsch geschéitzt werden
kann, wird er typischerweise in Kalibrierungsmessungen einer bekannten Fluo-
rophorlosung bestimmt und fiir Messungen von Losungen unbekannter Zu-
sammensetzung auf dem ermittelten Wert fixiert gehalten. Bei optimaler kon-
fokaler Justage und einem Objektiv hoher numerischer Apertur liegt der Wert
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von K bei 4 - 6, d.h. das Detektionsvolumen ist in der Axialebene 4 - 6-mal
grofler als in der x-y-Ebene.

3.8.3 Fehlerquellen

Die Fluoreszenzkorrelationsspektroskopie analysiert Intensitétsfluktuationen;
damit allerdings auch die Fluktuationen, die durch Instabilitdten des experi-
mentellen Aufbaus hervorgerufen werden: Schwankungen der Laserleistung,
Bewegungen der Zelle, Diskontinuitaten in der Fluoreszenzemission des Fluo-
rophors. Es gilt also, diese interferierenden Fluktuationen auszuschliefen
bzw. in ihren Eigenschaften zu kennen, um sie von diffusionsbedingten tren-
nen zu kénnen. Da die modernen Lasersysteme weitgehend stabil sind, soll
nur auf Zellbewegungen und Fluorophoreigenschaften eingegangen werden.

Vor und nach jeder FCS-Messung wurde ein Bild der untersuchten Zelle
aufgenommen. FCS-Daten von Zellen, die sich deutlich bewegt hatten, wur-
den verworfen. Auch Daten, die auf groflere Zytoplasmastrome hinwiesen,
ohne deutliche Verdnderungen der Zellposition zu zeigen, wurden nicht in
die Auswertung einbezogen.

Die wichtigste photophysikalische Eigenschaft, die den quasikontinuier-
lichen Strom emittierter Photonen unterbricht, ist der intensitétsabhéngige
Ubergang des Fluorophors vom fluoreszierenden Singulett in den nichtfluo-
reszierenden Triplettzustand [69].
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Abbildung 3.9: Beitrag der Triplettpopulation zur Autokorrelationsfunktion:
Um in diesem Fall die tatsdchliche Anzahl unabhéngig voneinander diffun-
dierender Teilchen im Fokus (NN.f¢) zu erhalten, muff man den Triplettanteil
von der Gesamtamplitude (1/Npign:) abziehen (modifiziert nach [63, 70]).
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Diese Ubergéinge des Fluorophors eGFP bewegen sich in einem Zeit-
rahmen von etwa 5 - 70 psec und kénnen damit gut von diffusionsbeding-
ten Komponenten der ACF dieses autofluoreszierenden Proteins differenziert
werden. Eine Festlegung auf einen genauen Wert der eGFP-Triplettzeit ist
allerdings nach Literaturangaben schwer vorzunehmen. So zitieren van Hulst
et al. [71] die Arbeit von Visser et al. [72], die GFP-Triplettlebensdauer liege
typischerweise zwischen 5 und 25 usec. Bei diesen Angaben handelt es sich
um Messungen einer Variante des GFP in wéssriger Losung bei verschiede-
nen Laserintensitéten. Je niedriger die gewéhlte Laserintensitét, desto langer
die gemessene Triplettlebensdauer und desto geringer der Triplettanteil an
der ACF; die niedrigste, gemessene Laserintensititsdichte war mit 6 kW /cm?
doppelt so stark wie die hier gebrauchte Intensitatsdichte. Damit wére von
einer Triplettzeit von iiber 25 usec auszugehen. Fiir die GFP-Variante YFP
gibt es tatsichlich Angaben von 30 usec [73]. Fiir eGFP nennen Wachsmuth
et al. eine Triplettzeit von 9 £1usec [74], Brock et al. hingegen 68 usec [75].
In dieser Arbeit wurden Triplettzeiten von 20 und 30 psec in die Auswertung
einbezogen und die Fitergebnisse verglichen.

Uberginge zwischen fluoreszierenden und dunklen Fluorophorzustinden
im Bereich einiger hundert Mikrosekunden sind weit schwieriger von diffusi-
onsbedingten Komponenten der ACF zu differenzieren. Es scheint in diesem
Zeitrahmen pH- und lichtinduzierte Ubergiinge zu geben. Die Zerfallszeiten
pH-induzierter Uberginge des eGFP werden mit 300 - 340 usec bei phy-
siologischem pH angegeben [76]. Diese sind durch externe Protonierung der
chromophoren Gruppe des Fluoreszenzproteins bedingt. Durch interne Proto-
nenumlagerung hervorgerufene dunkle Zusténde des eGFP scheinen durch die
Intensitit des Anregungslichts veréinderbar. Die Zeitkonstante dieses Uber-
gangs liegt bei 340 +50 psec [77, 78]. Der zugrundeliegende Prozef ist aller-
dings wenig charakterisiert.

3.9 Fluorescence Recovery after Photoblea-
ching

Die Technik der Fluorescence Recovery after Photobleaching (FRAP) wurde
Mitte der 70er Jahre als eine Bleich-Technik vorgestellt, die es ermoglicht,
die Dynamik fluoreszierender Molekiile auf der Plasmamembran der lebenden
Zelle zu beobachten [79].

Bei dieser Bleich-Technik wird die Gleichgewichtsverteilung fluoreszieren-
der Molekiile gestort und beobachtet, wie sich diese iiber die Zeit wiederein-
stellt: Mit hoher Laserintensitit werden fluoreszierende Molekiile einer um-
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schriebenen Region gebleicht und so rdumlich getrennte Populationen fluores-
zierender und nicht mehr fluoreszierender Molekiile geschaffen. Anschlielend
werden Verteilung und Austausch der gebleichten und der noch fluoreszieren-
den Molekiile durch Scannen der Probe mit niedriger Laserintensitét sichtbar
gemacht.

Obwohl schon 1976 die theoretischen und experimentellen Grundlagen der
FRAP-Technik [80] entwickelt worden waren, erlangte diese Technik erst in
den 90er Jahren weitere Verbreitung [81, 82, 83]. Dies ist vor allem begriindet
durch die Implementierung der FRAP-Technik in kommerzielle Laserscan-
ningmikroskope, die Entdeckung und Optimierung fluoreszierender Marker-
proteine und die verbesserten Moglichkeiten der Datenverarbeitung:

e Die akusto-optischen Filter (AOTF) der konfokalen Laserscanningmi-
kroskope (CLSM) ermdoglichen das Modulieren der Laserintensitéit bis
zum Eintausendfachen in jedem einzelnen Pixel innerhalb von Mikro-
sekunden und damit das Bleichen beliebig geformter Regionen und das
rasche Umschalten zwischen Bleichscan und Bildaufnahme.

e Die gezielte Mutagenese des griin fluoreszierenden Proteins ergab eine
stabile, bei niedriger Laserleistung nur wenig bleichende Variante ho-
her Quantenausbeute, die durch hohe Laserleistung nahezu irreversibel
gebleicht werden kann (eGFP).

e Die wachsende Rechnergeschwindigkeit und die vergrofierte Speicher-
kapazitéit erlauben die Bearbeitung grofler Datenmengen, wie sie bei
der Aufnahme ganzer Bilderserien entstehen.

3.9.1 Experimenteller Aufbau

Alle FRAP-Experimente dieser Arbeit wurden im Nikon Imaging Center der
Universitdat Heidelberg an einem konfokalen Laserscanningmikroskop, dem
C18i, durchgefiihrt.

Objektivwahl

Es wurde ein Olimmersionsobjektiv hoher Transmission und geringer Au-
tofluoreszenz benutzt, das auf sphérische Aberration korrigiert ist, das Plan
Fluor 40 x 1.3 NA. Vorteile einer relativ hohen numerischen Apertur sind
hohere Detektionseffizienz und Auflosung; da ein Objektiv hoher numeri-
scher Apertur den Laserstrahl besser fokussiert, wird das Bleichen auflerhalb
des Fokus, vor allem in der z-Achse, minimiert: Fiir diinnere Zellen (6 - 8 ym)
oder Regionen geringer axialer Ausdehnung ist daher eine hohe numerische
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Apertur zu wahlen, fiir dickere Zellen, z.B. abgerundete mitotische Zellen,
eher eine niedrigere numerische Apertur.

Bildaufnahme

Die untersuchten Zellen wurden mit 384 x 176 Pixeln vollstindig abgebildet.
Die gewihlte Pixelgrofle betrug 280 nm, die Pixelzeit 2,4 usec. Der AOTF
wurde so eingestellt, dafl das Scannen zur Bildaufnahme mit nur 0,1% der
Laserintensitiat ausgefiihrt wurde. Bleichen allein durch die Bildaufnahme
konnte ausgeschlossen werden. Vor dem Bleichscan wurden 10 Bilder auf-
genommen, die keinen Fluoreszenzverlust der untersuchten Zellen erkennen
liefBen.

Die Lochblende des konfokalen Aufbaus wurde weit geoffnet - die von der
Software angegebene Position ,large” entspricht nach Herstellerangaben et-
wa 102,6 um - und damit auf die Konfokalitdt des mikroskopischen Aufbaus
bewufit verzichtet. So ist es ndmlich mdéglich, mehr Signal aus der Tiefenaus-
dehnung (z-Achse) der Probe zu detektieren. Je mehr Signal von der Probe
gesammelt werden kann, desto besser ist die Abgrenzung gegen unspezifisches
Hintergrundrauschen. Dariiberhinaus kann man bei getffneter Lochblende si-
cher sein, Signal aus der ganzen Ausdehnung des Zellkerns zu erhalten, und
lauft nicht Gefahr, den gesamten Zellkern als ausgebleicht anzusehen, obwohl
doch nur eine schmale Ebene in der z-Achse gebleicht ist.

Die computergestiitzte Verstirkung des detektierten Signals wurde so
gewihlt, dafl maximal einige wenige Pixel Sattigung zeigten.

Mit den genannten Einstellungen konnten Aufnahmen mit gutem Signal-
zu-Rausch-Verhiltnis gemacht werden, die es zudem erlaubten, einen grofien
Bereich von Signalintensitéten abzubilden. Ein Mitteln der Aufnahmen war
nicht notig.

Bleichscan

Die region of interest (ROI) wurde so gewéhlt, da§ der Bleichscan den Zell-
kern homogen ausbleichte, die Laserintensitit dabei mit 100% maximal ge-
stellt. Der Zoomfaktor, der die Vergroflerung zwischen einfachem Bilderscan
und Bleichscan angibt, war bei den einzelnen Zellen in etwa gleich, um auch
damit die Laserintensitit, der die entsprechenden Regionen ausgesetzt wa-
ren, in etwa gleich zu halten. (Die Laserintensitit steigt mit dem Quadrat
des Zoomfaktors, da sich mit gréflerem Zoom die Verweildauer des Lasers im
jeweiligen Pixel verldngert.)

Um die relative Fluoreszenzintensitit des Zellkerns auf etwa 20% zu redu-
zieren, waren unter den genannten Bedingungen bei den hochinvasiven Zellen
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nur 8 Scaniterationen maximaler Intensitdt notig, bei den nichtneoplastischen
Zellen hingegen 16 solcher Iterationen.

AnschlieBend wurde alle 10 sec ein Bild mit 0,1% der Laserleistung auf-
genommen, die Umverteilung der Fluoreszenz in den Zellen mit insgesamt 80
Bildern iiber 13 Minuten und 20 Sekunden verfolgt.

3.9.2 Auswertung der Bilderreihen

Die Bilder wurden im ics-Datenformat (16 bit) gespeichert und mit dem
Programm ImageJ (NIH) ausgewertet. Fiir die quantitative Auswertung der
Bilder wurden Regionen im Zellkern, Zytoplasma und extrazelluldren Medi-
um festgelegt, die Fluoreszenzintensitdten in jedem Pixel integriert und als
mittlerer Grauwert zu jedem Zeitpunkt bestimmt.

Der mittlere Grauwert einer jeden ROI enthélt immer auch Hintergrund-
fluoreszenz bedingt beispielsweise durch umgebendes Medium, Objekttrager
und Objektiv. Daher mufl die Hintergrundfluoreszenz, die im extrazelluléren
Medium bestimmt wird, von den ermittelten Intensitdaten des Zellkerns und
Zytoplasmas zu allen Zeitpunkten abgezogen werden.

Der mittlere Grauwert sollte nun proportional der Fluorophorkonzentrati-
on sein, und Intensitatsénderungen sollten die Bewegung der fluoreszierenden
Molekiile zwischen gebleichter und ungebleichter Region widerspiegeln. Aller-
dings kénnen auch die Bildaufnahme, Schwankungen der Laserleistung und
Reversibilitit des Bleichens zu Anderungen der ermittelten Intensitét fithren.
Diese betreffen die gebleichten und die fluoreszierenden Bereiche der Zelle
gleichermaBen; man kann daher die ermittelten Werte um diese Anderungen
korrigieren, indem man die Intensitdt des Zellkerns zu jedem Zeitpunkt in
Verhéltnis zu der Gesamtzellintensitéit setzt.

Um verschiedene Experimente miteinander vergleichen zu kénnen, miissen
die Daten normalisiert werden. In diesem Fall wurden die Daten auf die rela-
tive Anfangsintensitit normalisiert, die relativen Fluoreszenzintensitéiten im
Zellkern also wie folgt berechnet [84]:

Roi(t) — BG(t) Tot(t,) — BG(to)
() = Tot(t) — BG(t) Roi(ty) — BG(ty)’ (3:23)

wobei Roi(t), Tot(t) und BG(t) die jeweiligen Fluoreszenzintensitéten des
Zellkerns, des Zytoplasmas und des extrazellularen Hintergrunds zum Zeit-
punkt ¢ sind. Werden die ermittelten Werte der relativen Fluoreszenzinten-
sitdt im Zellkern gegen die Zeit aufgetragen, erhilt man das recovery-Profil
jeder einzelnen Zelle. Durch Mitteln der Fluoreszenzintensitidten zu jedem
Zeitpunkt konnen Mittelwertkurven berechnet werden.
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Kinetikparameter der Fluoreszenziquilibrierung

Die experimentell ermittelte, normalisierte Fluoreszenzintensitit F'(t) kann
mit folgender allgemeinen einfachen Exponentialfunktion beschrieben wer-

den:
Ft)=1—(a—0b(1—e?)), (3.24)

wobei a den Anteil der relativen Fluoreszenzintensitéit beschreibt, der ge-
bleicht wird, b den Anteil, der iiber die Zeit t wiedergewonnen wird, und A
die Rate der Fluoreszenzerholung. Der Kehrwert von A ist die recovery-Zeit 7,
also die Zeit, die vergeht bis 2/3 der anfianglichen relativen Fluoreszenzinten-
sitét wiedererlangt sind - sei es durch Transport des Fluoreszenzproteins in
den Zellkern oder durch Export des nicht mehr fluoreszierenden Fusionspro-
teins aus dem Zellkern in das Zytoplasma. Der Anteil dieser beiden Prozesse
an der Fluoreszenzerholung 148t sich durch den genannten FRAP-Ansatz
nicht bestimmen; lediglich der Netto-Import des fluoreszierenden Proteins in
den Zellkern kann ermittelt werden.
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Abbildung 3.10: idealisierte FRAP-Kurve: a Anteil der relativen Fluores-
zenzintensitét, der gebleicht wird; b Anteil, der sich iiber die Zeit erholt;
I die in der Zeitskala des Experiments immobilisierte Komponente; Fp die
Anfangsintensitét der Fluoreszenz; Fy die Fluoreszenzintensitit unmittelbar
nach dem Bleichen; F, die Fluoreszenzintensitét, die endgiiltig erreicht wird;
F(t) die Funktion, die die Fluoreszenzerholung beschreibt; modifiziert nach
[85]
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Ist die relative Fluoreszenzintensitit auf das Ausgangsverhéltnis norma-
lisiert, 148t sich aus den Parametern a und b die immobile bzw. nur sehr
langsam austauschende Fraktion des Fusionsproteins in dem jeweilig unter-
suchten Kompartiment bestimmen:

Ir=a—b (3.25)

Das ist also der Anteil des fluoreszierenden Fusionsproteins, der durch Aus-
tausch zwischen den untersuchten Kompartimenten in der Zeitskala des Ex-
periments nicht oder nur sehr langsam ersetzt wird. Verwendet man nichtnor-
malisierte Daten, kann man die mobile Komponente M wie folgt berechnen:

F(o00) — F(0)

Mr=5E) —F0)

(3.26)
wobei F'(c0) die endgiiltig erreichte Fluoreszenzintensitét ist, F'(0) die Fluo-
reszenzintensitét unmittelbar nach dem Bleichen und F'(P) die Fluoreszenzin-
tensitdt vor dem Bleichen. Die immobile Komponente ist dann folglich:

Ip=1— Mp (3.27)

Oft wird aus den recovery-Profilen der Diffusionskoeffizient D bzw. - bei
der FRAP-gestiitzten Betrachtung biologischer Substanzen in biologischen
Systemen préziser - der scheinbare oder effektive Diffusionskoeffizient D,
berechnet*. Dazu miissen theoretische Diffusionsmodelle definiert werden, die
die experimentellen Bedingungen, also beispielsweise die Geometrie der un-
tersuchten Region, und das betrachtete biologische System, also beispielswei-
se aktive oder passive Transportprozesse, in der gewédhlten mathematischen
Formulierung beriicksichtigen und so geeignet sind, die experimentellen Da-
ten zu beschreiben.

Die urspriinglich von Axelrod et al. [80] entwickelte photobleaching-Theo-
rie beschreibt die zweidimensionale Diffusion eines fluoreszierenden Molekiils
in einen etwa 10 um? groBen, gebleichten Punkt hinein, ein Gauss’sches In-
tensitétsprofil des Lasers vorausgesetzt.

Lippincott-Schwartz et al. bleichten einen schmalen Streifen, um die Dif-
fusion von Proteinen in dem zweidimensionalen Membrannetzwerk des Endo-
plasmatischen Retikulums zu bestimmen. Die Parameter einer theoretischen

4Da die Diffusionseigenschaften einer biologischen Substanz in einem biologischen Sy-
stem nicht nur durch ihre Gréfie, die Temperatur und Viskositit des umgebenden Mediums
bestimmt, sondern stark durch vielfiltige Bindungen an verschiedene Interaktionspartner
beeinflufit werden und da die Technik der FRAP weniger sensitiv als die FCS ist, transiente
Bindungen und freie Diffusion zeitlich aufzul6sen, scheint es richtiger, in diesem Zusam-
menhang von einem scheinbaren oder effektiven Diffusionskoeffizienten D, zu sprechen.
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Funktion, die eindimensionale Diffusion beschreibt, wurden an die experi-
mentellen Daten angepafit. Computersimulationen konnten zeigen, dafl die
Anpassung an den ersten Teil der Kurve eine gute Anndherung des Diffusi-
onskoeffizienten ergibt [86, 87]. Diese Methode wurde von Houtsmuller et al.
auch fiir die Beschreibung dreidimensionaler Diffusion im Zellkern benutzt,
wobei es jedoch aufgrund der unregelméfliigen Struktur des Zellkerns durch-
aus moglich ist, dafl der tatséchliche Wert des Diffusionskoeffizienten vom
ermittelten etwas abweicht [88].

Da es im Rahmen dieser Arbeit in erster Linie darauf ankam, zwei ver-
schiedene Zellsysteme zu vergleichen, ohne absolute Werte des Zellkernim-
ports in Form eines Transportkoeffizienten zu ermitteln, wurde darauf ver-
zichtet, D.¢s zu bestimmen. Die registrierten recovery-Profile wurden anhand
Gleichung 3.24 rein phénomenologisch beschrieben.

3.9.3 Fehlerquellen

Das Bleichen der Fluorophore soll idealerweise vollsténdig, irreversibel und
augenblicklich sein:

e vollstdndig, damit der Kontrast zwischen gebleichter und fluoreszie-
render Region maximal ist und Anderungen der Fluoreszenz gut zu
detektieren sind,

e irreversibel, damit die detektierte Fluoreszenzzunahme tatséchlich auch
durch Umverteilung fluoreszierender Molekiile in die zuvor gebleichte
Region bedingt ist,

e und augenblicklich, damit nicht schon wéihrend des Bleichens fluores-
zierende Molekiile aus dem Fokus diffundieren und so um die gebleichte
Region eine Korona verminderter Fluoreszenz entsteht.

Reversible dunkle Zustinde des eGFP

Reversible dunkle Zustédnde des verwendeten Fluoreszenzproteins kénnen An-
laB3 zu Fehlinterpretationen von FRAP-Daten sein. Hierbei gewinnen bereits
gebleichte Fluorophore die Fahigkeit zu fluoreszieren nach einiger Zeit wieder.
Die Fluoreszenzerholung in der region of interest wird dadurch beschleunigt
und die aus der Geschwindigkeit der Fluoreszenzzunahme abgeleitete Mobi-
litdt fluoreszierender Proteine iiberschétzt.

Unter den autofluoreszierenden Markerproteinen ist die Mutante des en-
hanced green fluorescent protein, eGFP (F64L/S65T), wohl die am besten
geeignete.
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Der weit iiberwiegende Teil des Proteins wird durch hohe Laserintensitét
irreversibel gebleicht. Da die photophysikalischen Grundlagen des Bleichens
autofluoreszierender Proteine nicht vollstéindig bekannt sind, ist auch die
Charakterisierung der genannten Reversibilitit nicht erschépfend: Der Vor-
gang des Bleichens wird mit dem Ubergang des fluoreszierenden Molekiils
vom angeregten Singulettzustand in einen angeregten Triplettzustand in Ver-
bindung gebracht. Es ist nun moglich, dal einige Fluorophore innerhalb von
Mikrosekunden wieder in den Singulettzustand iibergehen, damit also wie-
der in der Lage sind zu fluoreszieren. Auch von anderen triplettunabhéngigen
dunklen Zusténden wird berichtet. Diese sollen Relaxationszeiten im Bereich
einiger hundert Mikrosekunden haben [76, 77, 78].

Da allerdings die Fluoreszenzzunahme in den vorgestellten Experimenten
iiber einen deutlich ldngeren Zeitraum beobachtet wurde, ist die Fluoreszenz-
zunahme durch rasch reversible dunkle Zusténde des Fluorophors gut von der
Fluoreszenzzunahme durch Umverteilung fluoreszierender Proteine zu tren-
nen. Derartige reversible dunkle Zustdnde des Fluorophors tragen lediglich
im erstem Bild nach Bleichen zur Fluoreszenzerholung bei.

Problematischer sind Fluktuationen zwischen dunklen und fluoreszieren-
den Zustianden, die Sekunden dauern [71, 89]. Es wird davon berichtet, dafl
die Anzahl der Proteine in diesen dunklen Zustdnden von der Scan- bzw.
Belichtungsfrequenz abhéngt [84]. Um den Anteil dieser dunklen Zusténde
konstant zu halten, wurde die Scan- bzw. Belichtungsfrequenz wéhrend des
Beobachtungszeitraums dieser FRAP-Experimente nicht variiert: Alle 10 sec
wurde ein Bild aufgenommen.

Endliche Zeit des Bleichvorgangs

Allein das Modulieren der Laserintensitéit, das Offnen und Schliefen der Shut-
ter braucht Zeit. Je linger der Vorgang des Bleichens dauert und je schnel-
ler sich die untersuchten Proteine bewegen, desto mehr gebleichte Proteine
kénnen schon wihrend des Bleichens die ROI verlassen und umso grofer wird
die Korona verminderter Fluoreszenz um die region of interest. Mit groflerer
Korona nimmt auch die Strecke zu, die noch fluoreszierende Proteine zuriick-
legen miissen, um in die ROI zu gelangen: Die gemessene recovery-Zeit nimmt
zu, der effektive Diffusionskoeffizient wird unterschétzt [90]. Axelrod et al.
gaben eine Zeitgrenze fiir den Bleichvorgang an: Die zum Bleichen benétigte
Zeit solle weniger als 10% der recovery-Zeit betragen [80].

Da in den vorgestellten Untersuchungen die Kernhiille eine deutliche
Diffusionsbarriere darstellt und die beobachteten recovery-Prozesse mehre-
re hundert Sekunden dauern, diirfte die zum Bleichen bendétigte Zeit keine
Fehlerquelle darstellen.
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Phototoxizitidt und lokale Erwidrmung

Obwohl viele Untersuchungen zu belegen suchen, dafl die hohe Laserinten-
sitdt wahrend des Bleichens keine oder zu vernachléssigende Effekte auf le-
bende Zellen hat, ist die Moglichkeit der Phototoxizitét nicht ausgeschlossen.
Die autofluoreszierenden Proteine haben gegeniiber chemischen Fluoropho-
ren den Vorteil, dafl sich die drei chromophoren Aminosduren abgeschirmt in
einer fa}férmigen Struktur befinden. Mogliche Radikale werden davon abge-
fangen.

Die lokale Erwarmung betréagt weniger als 0,5°C und ist damit wohl zu
vernachlissigen [91].

3.10 Vergleich FRAP und FCS

Die hier verwendeten Techniken zur Kinetikanalyse fluoreszierender Protei-
ne in lebenden Zellen, FCS und FRAP, sind in Theorie und experimenteller
Durchfiithrung durchaus dhnlich; und wo sie sich unterscheiden wie beispiels-
weise in ihrer zeitlichen Auflésung, ist ihre Information komplementir zu
nutzen. Im folgenden soll dies ndher beschrieben werden.

In beiden Techniken wird die Anzahl der Molekiile, die durch eigene Fluo-
reszenz oder die ihres Fluorophormarkers spezifiziert sind, in einem definier-
ten Beobachtungsvolumen als Funktion der Zeit gemessen. Beide Techniken
nutzen damit die Selektivitdt und Sensitivitdat der Fluoreszenzspektroskopie.
Beide sind Methoden, Raten einfacher Transportprozesse oder Raten chemi-
scher Reaktionen, die an Transportprozesse gekoppelt sind, zu bestimmen.
Grundlage ist das Postulat Onsagers, die Regression mikroskopischer, spon-
taner Fluktuationen zuriick zum Aquilibrium werde durch dieselben phéno-
menologischen Gesetze bedingt wie die Regression makroskopisch erzeugter
Auslenkungen zum Aquilibrium [92]. Die in der FCS detektierten Fluktuatio-
nen, die durch einzelne Fluorophormolekiile hervorgerufen werden, werden oft
mikroskopisch genannt und die bei FRAP registrierten Bewegungen ganzer
Molekiilpopulationen als makroskopisch abgegrenzt. Die Riickkehr makrosko-
pisch ausgelenkter Systeme zum Gleichgewicht wird durch klassische Trans-
portkoeffizienten oder Reaktionskonstanten deterministisch bedingt, wohin-
gegen die mikroskopischen Fluktuationen um einen Mittelwert rein probabi-
listisch mit diesen verkniipft sind. Dies erfordert eine statistische Auswertung
vieler einzelner Fluktuationen, wohingegen die Aufzeichnung eines einzelnen
recovery-Prozesses prinzipiell geniigt [93].

Werden beide Techniken genutzt, um Informationen iiber die Dynamik
des betrachteten Systems zu erhalten und beispielsweise den Diffusionskoef-
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fizienten zu bestimmen, sind auch die verwendeten theoretischen Formulie-
rungen dhnlich. Bei FRAP ist allerdings anders als bei der FCS die initiale
Stérung des Aquilibriums zu beriicksichtigen. Eine detaillierte Beschreibung
findet sich bei Petersen et al. [93].

Sind beide Techniken hinsichtlich ihrer Dynamikinformation dquivalent,
enthalten beide dariiberhinaus jedoch auch eine Mengeninformation, die sich
aus der Amplitude der registrierten Prozesse ergibt und die in beiden Techni-
ken differiert: Die FCS gibt Aufschluf} iiber die Anzahl unabhéngig diffundie-
render Teilchen und deren Assoziationsgrad, FRAP quantifiziert den mobilen
Anteil fluoreszierender Molekiile bzw. den in der Zeitskala des Experiments
immobilisierten Teil.

Der grundlegende Unterschied beider Techniken, die nétige initiale Sto-
rung der Gleichgewichtsverteilung fluoreszierender Molekiile bei der FRAP-
Technik, beinhaltet auch den experimentellen Nachteil dieser Technik. Es
ist nicht ausgeschlossen, dafl die hohe Laserintensitéit des Bleichens letztlich
unbekannte photochemische Prozesse auslost und die Eigenschaften der Zelle
so verdndert werden. (Dennoch ist es wichtig herauszustellen, dafl durch das
initiale Bleichen lediglich die Fluoreszenzverteilung, nicht aber der steady
state zelluldrer Proteine gestort wird.)

Fiir FRAP-Messungen sind hohere Fluoreszenzintensitédten, damit also
hohere Fluorophorkonzentrationen erforderlich als bei der FCS. Die groflere
Menge exprimierter Fusionsproteine kénnte die untersuchten Zellen stérker
belasten und dadurch zellulare Abldufe verdndern, somit also ein weiterer
Nachteil der FRAP gegeniiber der FCS sein. Wohingegen die groflere Sensi-
tivitdt der FCS auch Grund von Fehlinterpretationen sein kann (s. 3.8.3).

In der zeitlichen Auflésung ergénzen sich die beiden experimentellen An-
sitze: Die FCS ist besonders geeignet fiir schnelle dynamische Prozesse. Aus-
sagen iiber Dynamiken im Nanosekundenbereich sind theoretisch moglich, in
dieser Arbeit wurden allerdings nur die Informationen im Mikro- und Milli-
sekundenbereich genutzt. FRAP-Messungen hingegen sind gut zur Charak-
terisierung langsamer dynamischer Prozesse. Hiermit wurden Kinetiken im
Sekunden- bis Minutenbereich bestimmt.






Kapitel 4

Ergebnisse

Im folgenden werden die Ergebnisse der verschiedenen bildgebenden Metho-
den und der Techniken der Kinetikanalyse dargestellt. Die eigenen Befunde
werden jeweils direkt in Bezug gesetzt zu den Daten der Literatur. Dies
geschieht in der Absicht, bei der Vielzahl der Einzelergebnisse die Verstand-
lichkeit des Dargestellten zu gewéhrleisten und es dem Leser zu erleichtern,
die Relevanz der gewdhlten Methodiken und der damit erhobenen Ergebnisse
abzuschétzen.

4.1 Lokalisation des CapG-Proteins in der le-
benden Zelle

Die im Rahmen dieser Arbeit vorgestellten mikroskopischen Aufnahmen zei-
gen die Verteilung des CapG-Proteins erstmals in der lebenden Zelle.

Um das CapG-Protein sichtbar zu machen, wurde die cDNA des humanen
CapG am 3’-Ende mit der cDNA des autofluoreszierenden eGFP (enhanced
green fluorescent protein) gekoppelt. Die mit diesem DNA-Konstrukt trans-
fizierten Zellen exprimieren in der Folge neben dem zelleigenen CapG das
CapG-eGFP-Fusionsprotein.

Das CapG-eGFP-Fusionsprotein verteilt sich diffus im Zytoplasma und
im Zellkern (Abb. 4.1). Die beobachtete Verteilung in der lebenden Zelle
stimmt gut mit der berichteten Lokalisation des CapG in fixierten Zellen
iiberein [4, 8]. Soweit also lichtmikroskopisch beurteilbar, beeintréichtigt die
eGFP-Markierung die Lokalisation des CapG-Proteins in der Zelle nicht, und
das Fusionsprotein verteilt sich wie das endogene Protein.

Dies kann Hinweis sein, dafl die Fusion des relativ kleinen CapG-Proteins
(39 kDa) mit dem nahezu gleich grofien, autofluoreszierenden Protein eGFP
(27 kDa) die Eigenschaften des CapG nicht allzu sehr verdndert. Wichtig

61
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ist allerdings, das CapG-Protein C-terminal mit einem autofluoreszierenden
Protein zu koppeln, nicht N-terminal. Die N-terminale Markierung — so wird
berichtet — zeitigt eine deutliche Fehllokalisation des Proteins: Es reichert
sich dann nicht mehr im Zellkern an [94]. Der Grund dieser Fehllokalisation
ist nicht bekannt. Viele Proteine haben zwar N-terminal Signalsequenzen,
die die richtige Verteilung des Proteins in der Zelle gewéhrleisten und die
ein N-terminal angehéngtes Fluoreszenzprotein funktionell beeintrachtigen
konnte, doch ist bei dem CapG-Protein die Zellkernimport entscheidende
Aminoséuresequenz noch nicht identifiziert [4, 18, 19]. Bisher konnten bei
den Mitgliedern der Gelsolinproteinfamilie N-terminal nur Aminosédurereste
bestimmt werden, die den Export entsprechender Proteine aus dem Zellkern
in das Zytoplasma sichern. Diese aber fehlen dem CapG [8].

Abbildung 4.1: obere Reihe: MCF-12A-Zellen transient und stabil CapG-
eGFP exprimierend; untere Reihe: MDA-MB-231-Zellen transient und stabil
CapG-eGFP exprimierend

Die beiden Modellzellinien nichtneoplastischer Brustepithelzellen und hoch-
invasiver, metastasierender Mammakarzinomzellen wurden mit dem CapG-
eGFP-DNA-Konstrukt transient transfiziert. Unter dem Selektionsdruck des
Zellgifts G418 gelang es auch, Zellen zu isolieren, die die genetische Informati-
on des Fusionsproteins und eine daran gekoppelte G418-Resistenz dauerhaft
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in das zelleigene Genom integrierten und damit das Fusionsprotein stabil
exprimieren.

Aus der bloBlen Betrachtung der konfokalen Bilder der nichtneoplasti-
schen Brustepithelzellen und der invasiven Mammakarzinomzellen ist kaum
ein Unterschied dieser beiden Zelltypen abzuleiten. Im direkten Vergleich der
beiden Zellinien fallt lediglich auf, daf§ die nichtneoplastischen Zellen im Zell-
kern eine etwas stérkere Fluoreszenz zeigen als die neoplastischen Zellen. Das
Fluoreszenzverhéltnis Zellkern zu Zytoplasma scheint bei den neoplastischen
Zellen ein wenig zugunsten des Zytoplasmas verschoben zu sein.

Gelsolin in der lebenden Zelle

Es heifit, das CapG-Protein akkumuliere als einziges der Gelsolin-verwandten
Aktin-bindenden Proteine im Zellkern. Um diesen Unterschied der Vertei-
lung auch in der lebenden Zelle zu bestétigen, wurde der namensgebende
Vertreter dieser Proteinfamilie, das Gelsolin selbst, C-terminal mit einem
autofluoreszierenden Protein markiert. Fiir die Untersuchungen wurde die
zytoplasmatische Variante des humanen Gelsolin gewéhlt, nicht die sezer-
nierte. Stabil CapG-mRFP exprimierende Zellen wurden mit Gelsolin-eGFP
transient transfiziert. So war es moglich, in ein und derselben Zelle die Lo-
kalisation der beiden Proteine in vivo zu betrachten.

Abbildung 4.2: MDA-MB-231-Zellen stabil CapG-mRFP und transient
Gelsolin-eGFP exprimierend

Es féllt schwer, Unterschiede im Verteilungsmuster des Gelsolin und des
CapG im Zytoplasma auszumachen. Die zytoplasmatische Lokalisation bei-
der Proteine scheint sehr dhnlich zu sein. Wohingegen im Zellkern deutlich
weniger markiertes Gelsolin zu sehen ist als CapG. Die nukledren Importsy-
steme des Gelsolin sind offenbar weniger wirksam bzw. dessen Exportsysteme
effizienter als entsprechende Systeme des nur halb so groflien CapG. Bei bei-
den Proteinen, CapG und Gelsolin, gibt es kein klassisches NLS (nuclear
localization signal) [18].
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(-Aktin in der lebenden Zelle

Wie es die Bezeichnung der Gelsolinfamilie als Aktin-bindende Proteine an-
zeigt, wird das $-Aktin nichtmuskulérer Zellen als Hauptinteraktionspartner
des CapG-Proteins angesehen. Auch (-Aktin wurde mit autofluoreszieren-
den Proteinen gekoppelt und auch in diesem Fall wurden Zellinien, die griin
markiertes Aktin stabil produzieren, isoliert.

Abbildung 4.3: MDA-MB-231-Zellen stabil CapG-mRFP und transient
eGFP-ACTB exprimierend

Die Abbildungen 4.3 und 4.5 geben Beispiele von Mammakarzinomzellen,
die fluoreszierendes CapG und Aktin exprimieren. Ahnlich dem Gelsolin ist
auch ein wenig Aktin im Zellkern zu finden. Da sich in den letzten Jahren die
Nachweise nukledren [3-Aktins mehren, dndert sich die klassische Auffassung
zunehmend, das B-Aktin sei ein rein zytoplasmatisches Zytoskelettprotein.

Die Organisation des (-Aktin in Streifasern erscheint in den dargestell-
ten Beispielen in der Zellperipherie betont. Im Gesamtzytoplasma aber sind
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Strefifasern relativ selten. In einer Studie von 1995 postulierten Yin et al.
einen Zusammenhang zwischen der CapG-Uberexpression und der abwei-
chenden Organisation von AktinstreBfasern [22]. Die transiente CapG-Uber-
expression wurde durch ein DNA-Konstrukt erzielt, das einen CMV-Promotor
enthielt. So behandelte Fibroblasten exprimierten CapG etwa 25-mal starker.
Fixiert zeigten diese Zellen weniger Aktinfasern perinukleédr, mehr aber in der
Zellperipherie. Als Vergleich dienten nichttransfizierte Zellen.

Abbildung 4.4: Mausfibroblasten CapG stark iiberexprimierend; Immunhi-
stochemie: links CapG- und rechts Aktin-Phalloidin-Farbung [22]

In der Abbildung 4.5 sieht man eGFP-ACTB stabil exprimierende Mam-
makarzinomzellen. Eine der dargestellten Zellen ist zudem transient mit rot-
fluoreszierendem CapG transfiziert. Zwischen der CapG-mRFP kotransfizier-
ten Zelle und den nur eGFP-ACTB exprimierenden Zellen ist kein deutlicher
Unterschied in der Zytoskelettorganisation auszumachen. Doch fillt in bei-
den Zelltypen auf, daf} die Zytoskelettorganisation dhnlich der von Yin et
al. beschriebenen ist: Strefifasern sind in der Peripherie betont, im Gesamt-
zytoplasma selten. Grund dieses abweichenden Zytoskelettaufbaus kénnte
die konstitutive CapG-Uberexpression der Mammakarzinomzellen sein; die
zusatzliche Expression des CapG-Fusionsproteins ruft hingegen keine weite-
re augenscheinliche Anderung hervor. (Zumal in diesen Transfektionsstudien
der schwéchere Promotor des SV 40-Virus genutzt wurde.)
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Abbildung 4.5: Z-Stapel: MDA-MB-231 GFP-ACTB stabil exprimierend
transient mit CapG-mRFP transfiziert
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Abbildung 4.6: MDA-MB-231-Zellen (Detailaufnahmen): obere Reihe stabil
CapG-eGFP und transient mRFP-ACTB exprimierend; untere Reihe transi-
ent CapG-mRFP und stabil eGFP-ACTB exprimierend

Bei genauerer Betrachtung der kotransfizierten Zellen erscheint eine As-
soziation des CapG an Aktinstrefifasern selten und unregelmiflig (s. Abb.
4.6). Manchmal ist eine Kolokalisation in Strefifasern oder der ,leading ed-
ge* zu bemerken, meist aber scheint das CapG diffus und ohne eindeutige
Assoziation zu Aktinfasern verteilt zu sein. In Abbildung 4.7 ist sogar ein
nahezu komplementéres Farbungsmuster zu erkennen.
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Abbildung 4.7: MDA-MB-231-Zelle: stabil CapG-eGFP und transient mRFP-
ACTB exprimierend; Ubersicht und zwei verschiedene Detailvergroferungen:
In der unteren Detailaufnahme ist ein nahezu komplementéires Verteilungs-
muster von CapG (li) und Aktin (re) zu sehen.
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4.2 Funktionalitit des CapG-eGFP in der le-
benden Zelle

Neben dem Vergleich der statischen Verteilung des fluoreszierenden Fusions-
proteins und des endogenen Proteins kénnen Untersuchungen der Funktion
bzw. der Teilfunktionen Hinweise geben, ob die Markierung mit einem au-
tofluoreszierenden Protein die molekularen Eigenschaften des jeweils beob-
achteten Proteins verdndert. Geeignet wére beispielsweise ein Vergleich des
nativen und des fusionierten CapG im Pyren-Aktin-Assay (s. 2.2).

Da sich diese Arbeit aber besonders auf die Dynamik zelluldrer Prozesse
und die Kinetik makromolekularer Abldufe in lebenden Zellen konzentriert,
wurde angestrebt, einen experimentellen Ansatz zu finden, der es erméglicht,
die Funktion des CapG-Proteins und damit auch des entsprechenden Fusi-
onsproteins in lebenden Zellen zu bestimmen.

4.2.1 Invasivitatsstudien

Aus vielen Untersuchungen unterschiedlicher benigner Zelltypen wurde ein
Zusammenhang zwischen der Expression des CapG-Proteins und der Moti-
litdt entsprechender Zellen deutlich. Helen Yin, eine der Erstbeschreiber des
Proteins, spricht gar von der etablierten Rolle des CapG-Proteins bei der
Zellmotilitdat benigner Zellen [21].

Das Aktin-bindende Protein CapG hat nicht nur blof Anteil an der
Kontrolle der Aktin-basierten Zellmotilitdt nichtmuskulérer Zellen, vielmehr
scheint der Expressionsgrad des CapG-Proteins fiir den Grad zelluldrer Mo-
tilitdt entscheidend zu sein. Wird das Protein vermehrt gebildet, nimmt die
Bewegungsfihigkeit benigner Zellen zu.

Uber die Bedeutung des CapG bei Invasivitit und Metastasierungsfihig-
keit tumordser Zellen ist dagegen wenig bekannt. Doch mehren sich die Hin-
weise, dafl das CapG-Protein auch in malignen Zellen Motilitédt fordert, da-
mit also auch an dem Zugewinn von Invasivitat und Metastasierungsfahigkeit
maligner Zellen beteiligt sein konnte. Bei einigen Tumorentitdten wurde von
einer verstarkten Expression des CapG berichtet. Die Daten der Expressi-
onsanalyse von Mammakarzinomen wurden referiert. Dariiberhinaus ist das
CapG-Protein wohl besonders stark in metastasierenden Mammakarzinomen
exprimiert (Niederacher, unpublizierte Daten).

Im Rahmen dieser Arbeit wurde ein Modellsystem nichtneoplastischer
und neoplastischer Brustepithelzellinien ausgewéhlt: Die nichtneoplastischen,
dem normalen Brustepithel &hnlichen Zellen (MCF-12A) zeigen normale Ex-
pressionslevel des Cap(@G, die hochinvasiven, metastasierenden Mammakarzi-
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nomzellen (MDA-MB-231) exprimieren das CapG-Protein besonders stark.
Mit dem Matrigel-Invasionsassay kann man die nichtneoplastischen, nichtin-
vasiven Zellen von den neoplastischen, invasiven unterscheiden. Anders als
in einem Migrationsassay miissen die Zellen zusétzlich eine rekonstituierte
Basalmembran {iberwinden. Hierbei ist nicht nur die Modulierbarkeit des
Zytoskeletts, der rasche Auf- und Abbau entsprechender Polymersysteme
wichtig, sondern auch die Fahigkeit der Zellen, bestimmte Basalmembranbe-
standteile abzubauen, um sich so den Weg zu bahnen.

Grundvoraussetzung des Modellsystems ist, dafl die MCF-12A als nicht-
neoplastische Brustepithelzellen die Membran dieses Assays nicht, die MDA-
MB-231 als hochinvasive Karzinomzellen diese Membran dagegen sehr wohl
durchwandern. Dies ist bei den nativen Zellinien gegeben.

Da nun die Invasivitit als Funktion des CapG angenommen wird, galt es
zunéchst zu bestimmen, ob sich durch die Fusion mit einem Fluoreszenzpro-
tein die Invasivitdt CapG-eGFP exprimierender Zellen &dndert. Also wurde
die Invasivitiat CapG-eGFP stabil exprimierender MCF-12A- und MDA-MB-
231-Zellen analysiert.

Die MCF-12A sind, obwohl sie das CapG-eGFP-Protein exprimieren,
nicht invasiv. Es wurden drei unabhingige Experimente durchgefiihrt, in de-
nen keine Zellen die Membran durchwanderten. Dies erscheint wichtig, da es
Veroffentlichungen gibt, die eine CapG-eGFP getriggerte Invasivitat benig-
ner Zellen postulieren. Der dort gebrauchte Begriff von Invasivitédt bezieht
sich allerdings eher auf die Féahigkeit benigner Zellen, auf Oberflaichen und
durch extrazellulare Matrices zu wandern und ist daher besser als Migrati-
on zu beschreiben. Grundvoraussetzung der Invasivitdt und Metastasierung
epithelialer Tumore ist die Fahigkeit maligner Zellen, Basalmembranen zu
durchdringen.

CapG-eGFP stabil exprimierende MDA-MB-231 zeigen im Matrigel-Inva-
sionsassay eine den nativen MDA-MB-231-Zellen vergleichbare Invasivitét
(s. Abb. 4.8). Die zusatzliche Expression des CapG-eGFP-Fusionsproteins
scheint die Invasivitdat der MDA-Zellen nicht zu beeintréchtigen.

CapG-knockdown

Mit drei siRNA-Molekiilen wurde die mRNA und entsprechend das CapG-
Protein in CapG-eGFP stabil exprimierenden Mammakarzinomzellen redu-
ziert. Die siRNA wurde jeweils in 2,5 nM und 5 nM Endkonzentration ap-
pliziert, eine unbehandelte Positivkontrolle mitgefiihrt (stabil CapG-eGFP
exprimierende MDA-MB-231).

Die Effektivitit dieses knockdown konnte iiber die abnehmende Fluores-
zenzintensitit der Zellen verfolgt werden. Es ergab sich eine Reduktion der
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Abbildung 4.8: Vergleich der Invasivitdt nativer (li) und CapG-eGFP sta-
bil exprimierender (re) MDA-MB-231-Zellen; fixierte Zellen im Matrigel-
Invasionsassay; 100-fache Vergrofierung

mittleren Fluoreszenz um 84,741, 3% bei der 2,5 nM konzentrierten siRNA.
Ein Unterschied zu der hoher konzentrierten siRNA war nicht detektierbar.

Abbildung 4.9: Riickgang der Fluoreszenz 4 Tage nach siRNA-Transfektion
(Endkonzentration 2,5 nM); links unbehandelte und rechts RNA1 transfizier-
te CapG-eGFP stabil exprimierende MDA-MB-231-Zellen; zwischen vielen
schwach fluoreszenten Zellen sind wenige etwas hellere Zellen zu sehen; 400-
fache Vergréferung

Die drei Tage post transfectionem angelegten Invasionsassays ergaben 16
- 18h spéter folgende Ergebnisse: Mit der niedrig dosierten siRNA wurde
die Anzahl der durchgewanderten Zellen um 70,8%, durch die hoher dosierte
um 92,7% reduziert. Der Standardfehler der Messungen betrug 2,2 bzw. 2,3.
Diese Ergebnisse wurden iiber drei unabhéngig voneinander durchgefiihrte
Experimente gemittelt (s. Abb. 4.10)'.

'Kurz vor Abgabe dieser Arbeit verdffentlichte die Gruppe um Gettemans siRNA-
Versuche, die einen Riickgang der Invasivitdt nativer MDA-MB-231-Zellen nach CapG-

knockdown zeigten und die somit die eigenen, hier vorgestellten Ergebnisse bestétigen
[95].
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control 2,5 5

Abbildung 4.10: CapG-knockdown: Die Saulen bezeichnen Invasivitat als An-
zahl invadierender Zellen relativ zu den unbehandelten CapG-eGFP stabil
exprimierenden MDA-MB-231-Zellen (control); 2,5: siRNA in 2,5 nM End-
konzentration; 5: siRNA in 5 nM Endkonzentration

Die Invasivitit der MDA-MB-231 wird durch das CapG-eGFP-Fusionspro-
tein nicht verédndert, wohingegen der knockdown des CapG-Proteins ihre In-
vasivitat stark vermindert. Um einen Zusammenhang zwischen Invasivitét
und CapG-Expression in den betrachteten Mammakarzinomzellen endgiiltig
nachzuweisen und um zu zeigen, dafl die Markierung mit einem Fluoreszenz-
protein die Funktion des CapG-Proteins nicht nachhaltig verandert, wurde
ein rescue-Versuch angestrebt.

Es sollte versucht werden, die Invasivitat der siRNA behandelten Zellen
mit einer Mutante wiederherzustellen. Diese Mutante enthilt silente Mu-
tationen, die zum einen die Aminosduresequenz des CapG-Proteins nicht
verdndern — daher silent — und die zum anderen nicht zu der siRNA passen
und dem Abbau so entgehen. Die notigen silenten Mutationen wurden in den
entsprechenden Doménen des CapG-Proteins mit der site-specific Mutagene-
se gesetzt, die erhaltene cDNA durch Sequenzierung gepriift. Leider wurde
die rescue-Variante des CapG-eGFP in den Zellen dennoch nicht gebildet.
Vermutlich verhinderten Schreibfehler im Gesamtplasmid die Expression der
Mutante. Daher soll die mutierte cDNA nun in einen intakten pSVeGFP-
Vektor kloniert werden.
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4.3 Dynamik zelluldrer Prozesse lebender Zel-
len

Da die untersuchten Zellen fluoreszierendes CapG-eGFP exprimierten, war es
moglich, die Dynamik zelluldrer Prozesse wie Migration und Invasion sichtbar
zu machen.

4.3.1 Gesamtzelldynamik der Invasivitét

Die Formverdnderungen von Mammakarzinomzellen bei der Passage 8 um
grofler Poren konnten dargestellt, die Dynamik dieses Formwandels konnte
an lebenden Zellen iiber die Zeit beobachtet werden.

Die Membranen des Invasionsassays wurden aus den Einsétzen gelost
und unfixiert mikroskopiert. Beispiele sind in Abbildung 4.11 dargestellt.
Die Zellen, die die kiinstliche Basalmembran passiert haben, sind in diesen
Aufnahmen von deutlich anderer Gestalt als die Zellen, die nicht gewandert
sind. Die einen, die nicht gewandert sind, sind spindelférmig ausgebreitet mit
deutlicher Zellpolarisation, wohingegen die anderen, die gewandert sind, eher
abgerundet amoboid wirken und keine Zellpolarisation erkennen lassen.

Abbildung 4.11: Invasionsassay: In Bild I nicht gewanderte, spindelférmige
Zellen an der Oberseite der kiinstlichen Basalmembran; in Bild IT - IV ge-
wanderte, amodboid wirkende Zellen

Die Entwicklung einer normalen Epithelzelle, die im Epithelverband ein-
gebunden Oberflachen begrenzt, hin zu einer Karzinomzelle, die in der Lage
ist, sich als einzelne Zelle durch Basalmembran und extrazelluldre Matrix
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zu bewegen, kann als epithelial-mesenchymaler Ubergang (EMT) bezeich-
net werden. Entscheidend ist sicher, dal Verbindungen zu anderen Zellen
im epithelialen Verband gelost werden — durch verminderte Expression des
E-Cadherin sowie durch aktives Zerreilen bestehender Zellkontakte durch
kontraktile Zytoskelettelemente (Aktomyosin). Beobachtet wird aber auch
eine Umstrukturierung der epithelialen Zellpolarisation: Die intrinsische Po-
larisierung einer Zelle geht ganz oder teilweise verloren. Dem entsprechen
zwei Formen zelluldrer Bewegung: die amoboide und die fibroblastische.

Basalmembran
EMT

r : fibroblastisch
amoboid

leading edge
1 Retraktions-

fasern StreR-

;:;Ii% tail ;
P > O asern
udopodium \
fokale
Adhdasionen
leadin
Retraktions- edge g
fasern / \
kelne intrinsische partlelle intrinsische StreKtJasern
Polarisierung Polarisierung

Abbildung 4.12: Schemazeichnung des epithelial-mesenchymalen Ubergangs
(EMT): amoboide Form der Bewegung (Zellen ohne intrinsische Polarisie-
rung) und fibroblastische Form der Bewegung (Zellen mit partieller intrinsi-
scher Polarisierung); modifiziert nach [95]

Die Schemazeichnung in Abb. 4.12 zeigt diese beiden Formen der Tumor-
zellbewegung. Die amoboide Zelle hat nur lockere Verbindungen zur extra-
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zellularen Matrix, kann sich also schneller bewegen. Auflerdem erlaubt es die
fehlende intrinsische Ausrichtung der Zelle, besser auf chemotaktische Stimuli
unterschiedlicher Richtung zu reagieren.

Die fibroblastendhnliche Zelle ist fest an die extrazellulire Matrix ge-
bunden. Sie ist flach ausgebreitet, zeigt eine Vorne-hinten-Ausrichtung. Thr
Zytoskelett, vor allem ihr Aktinzytoskelett, ist anders organisiert als das der
amoboiden Zellen. Fokale Adhésionen ermdglichen es, als Ankerpunkte grofler
Aktinfaserbiindel, Zugkrafte aufzubauen, iiber Strefl- und Retraktionsfasern
wird der Zellkorper bzw. das Zellende nachgezogen.

Es wird vermutet, dafl bei fortschreitender Dedifferenzierung die Karzi-
nomzelle den amoboiden Phénotyp und das damit verbundene Bewegungs-
muster annimmt. Die amoboide Form der Zellbewegung an Fasern der extra-
zelluldren Matrix entlang konnte im Mausmodell in vivo dargestellt werden
[96]. In einem Migrationsassay wurde die amoboide Bewegung in sehr dichtem
Kollagenfasergeflecht ausgelost [97]. Auch die hier verwendeten 8 pm grofen
Poren des Invasionsassays scheinen einen Formwandel karzinomatoser Zellen
vom fibroblastischen zum amoboiden Typ zu triggern.

Ziel war es, nicht nur eine Momentaufnahme dieses Umwandlungspro-
zesses zu erhalten wie in Abbildung 4.11, sondern nach Moglichkeit, diesen
ProzeB einzelner Zellen iiber die Zeit zu verfolgen. Dafiir wurde der Invasi-
onsassay modifiziert wie im Methodenteil beschrieben.

Die bessere rdumliche Auflosung des konfokalen Mikroskops gab Einblick
in Art und Weise der Zelle, durch Basalmembranporen zu wandern. Gerade
zellkernnahe Zytoplasmaanteile schieben sich offenbar zuerst voran, um un-
mittelbar danach den Zellkern als gréfiten und am wenigsten modulierbaren
Teil der Zelle nachzuziehen.

Abbildung 4.13: Invasionsassay: Die Zellen scheinen zunéchst zellkernnahe
Zytoplasmaanteile und den Zellkern durch die Poren der kiinstlichen Basal-
membran zu schieben.
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Ist die Zelle auf der anderen Seite der Membran angekommen, nimmt sie
im Laufe der Zeit wieder eine ausgestreckte, fibroblastenédhnliche Form an.

Abbildung 4.14: Zeitverlauf der Gesamtzelldynamik der Invasivitét: I - nicht
gewanderte Zelle an der Oberseite der kiinstlichen Basalmembran; II - kiinst-
liche Basalmembran und gerade durchwandernde Zelle; III - bereits durchge-
wanderte Zelle; dreidimensionale Rekonstruktion

Abbildung 4.15: Dekonvoluierte Schichtbilder der oben dargestellten dreidi-
mensionalen Rekonstruktion; Numerierung I - III entspricht obiger Bezeich-
nung

4.3.2 Submembranire Dynamik der Migration

Bei der Migration adhérenter Zellen bilden die Kontaktfliche der Zelle mit
dem extrazelluldren Medium und unmittelbar benachbarte zytoplasmatische
Bereiche den Hauptort zelluldrer Dynamik und Interaktion. Hier werden
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an der ,leading edge“ durch kontrollierte Polymerisation einzelner Aktinfa-
serbiindel Filopodien zum Sondieren der Umgebung ausgestreckt und durch
gesteuerten Aufbau ganzer Aktingeflechte grofie Teile der Plasmamembran
als Lamellipodien vorgestiilpt. Neue fokale Adhésionen werden ausgebildet,
die es der Zelle ermoglichen, iiber Strefifasern Zug auf den Zellkorper aus-
zuiiben und sich so in eine Richtung zu bewegen.

Diese Kontaktfliche der lebenden Zelle mit dem extrazellularen Medium
ist der TIRF-Mikroskopie gut zugénglich. Nur fluoreszierende Molekiile in
der basalen Zellmembran und unmittelbar submembranédren Bereichen des
Zytoplasmas werden angeregt, nicht aber die Molekiile im ganzen dariiber-
liegenden Zellkorper. Die selektive Anregung der TIRF-Mikroskopie erscheint
besonders giinstig bei der Betrachtung ubiquitéir zytoplasmatischer Proteine
wie CapG und [-Aktin. Das Fluoreszenzsignal der Molekiile in dem schmalen
Streifen von etwa 100 nm wiirde bei konventioneller und auch bei konfoka-
ler Fluoreszenzmikroskopie durch das Gros zytoplasmatischer Fluorophore
iiberstrahlt und damit der Beobachtung entgehen.

Der Abbildungsunterschied von konventioneller und TIRF-Mikroskopie
wird in Abbildung 4.16 anschaulich. In Abb. 4.16 A und B ist dieselbe Zelle

mit den beiden Techniken wiedergegeben.

Abbildung 4.16: Abbildungsunterschied konventioneller Epifluoreszenz- und
TIRF-Mikroskopie; A und B zeigen dieselbe Zelle in den genannten Techni-
ken.

Die Intensitdat des evaneszenten Feldes und damit die maximale Entfer-
nung zur Grenzfliche, in der noch Fluorophore angeregt werden konnen, ist
durch den Einfallswinkel des Lasers 6 verédnderbar. Je grofler dieser Winkel,
desto geringer die Ausdehnung des evaneszenten Feldes. In Abbildung 4.17 ist
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der gewihlte Winkel nicht ganz so strikt, dariiberliegende zytoplasmatische
Fluorophormengen werden als weifler Schleier erahnbar.

Abbildung 4.17: Beispiel eines TIRF-Bildes mit kleinerem Einfallswinkel 6:
Der Zellkorper ist als weiler Schleier sichtbar.

CapG und Aktin kotransfizierte Zellen wurden untersucht. Es wurde be-
trachtet, ob die beiden Proteine dhnliche Verteilungsmuster haben und ob
sich diese iiber die Zeit vergleichbar &ndern.

Die Art der mikroskopisch sichtbaren Verteilung des Aktinfusionsproteins
wird auffillig stark durch den Expressionsmodus bestimmt. Wird das Fusi-
onsprotein transient transfiziert, die eingebrachte genetische Information also
direkt vom Plasmid abgelesen, verteilt es sich anders als bei stabiler Expres-
sion, bei der die genetische Information in das zelleigene Genom integriert
wurde. Die Expressionslevel transienter Transfektion sind in der Regel 5 bis
10-mal hoher als die stabiler. In relativ kurzer Zeit (12 - 24h) wird also relativ
viel neues Protein gebildet. Das Fusionsprotein wird erst nach und nach in
vorhandene Bindungsstellen eingebaut und dann zunéchst in die, die einem
hoheren Protein-turnover unterliegen. Im Fall des Aktin bedeutet dies, dafl
bei transienter Transfektion das Fusionsprotein vorzugsweise im Bereich der
yleading edge” angereichert, bei stabiler Transfektion hingegen auch deut-
lich in StreBfasern eingebaut wird. Viele Aktinbiindel sind dann nadelfein zu
erkennen. Sie setzen an der Membran punktférmig an und verbinden sich
manchmal zu den groffen Knoten der Adhésionskomplexe (Abb. 4.18).

Betrachtet man CapG transfizierte Zellen, ist ein Unterschied in der Ver-
teilung transient und stabil exprimierten Proteins nicht so deutlich fafibar.
Das CapG-eGFP scheint die betrachteten Bereiche nahezu gleichméfig an-
zufiillen. Das Membranrelief der Zelle ist gut zu erkennen. Wenn Ansammlun-
gen des CapG-eGFP Strukturen sehen lassen, bleibt unklar, ob diese durch
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Abbildung 4.18: TIRF- und entsprechende Durchlichtaufnahmen von MDA-
MB-231-Zellen: A+B: stabil CapG-eGFP und transient mRFP-ACTB expri-
mierend (Pfeilkopfe an ,leading edge“); C+D: transient CapG-mRFP und
stabil eGFP-ACTB (Pfeile an StreBfasern und Adhésionskomplexen); E+F:
stabil CapG-mRFP und transient Gelsolin-eGFP
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Membranverwerfungen entstehen oder ob sie wirklich submembranére Struk-
turen wie Strefifasern widerspiegeln.

Da das CapG an PIP, binden soll, das etwa 1% der Membranlipide aus-
macht, ist nicht zu sagen, ob der beschriebene Eindruck allein durch sub-
membranéres zytoplasmatisches CapG entsteht oder auch durch membran-
gebundenes.

Anders als B-Aktin ist Gelsolin dem CapG offenbar in seiner submem-
brandren Verteilung sehr dhnlich (s Abb. 4.18). Auch Gelsolin soll an mem-
branédres PIP, binden.

Bei dem Versuch, die lebenden Zellen in ihrer submembraniren Dyna-
mik iiber langere Zeit zu beobachten, wurden die Zellen stédrker durch die
TIRF-Beleuchtung irritiert als angenommen. In Nunc Labtecs mit Glasbo-
den mikroskopiert zogen sie bald ihre Zellausldufer zuriick und rundeten sich
ab. Damit war nur der Prozef3 der Zellretraktion mit der TIRF-Mikroskopie
zu beobachten (Abb. 4.19).

Abbildung 4.19: Zeitrafferaufnahmen der Zellretraktion; MDA-MB-231-Zelle
transient CapG-mRFP und stabil eGFP-ACTB exprimierend (Detail)

Um auch die Dynamik gerichteter Bewegung sichtbar zu machen, wurden
Chemotaxiskammern von ibidi in der TIRF-Mikroskopie ausprobiert. Diese
Chemotaxiskammern sind aus Plastik. Dennoch sollen ihre optischen Eigen-
schaften wie Brechungsindex und Autofluoreszenz Glas sehr &hnlich sein.
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Auflerdem seien die Chemotaxiskammern geeignet, heifit es, durch einen
Diffusionsgradienten gerichtete Bewegung auszulésen. Der Diffusionsgradi-
ent eines Chemoattractants beispielsweise sei in den Chemotaxiskammern
iiber einige Stunden stabil. Als Chemoattractant wurde hier rekombinantes

Abbildung 4.20: Zeitrafferaufnahmen der Chemotaxis: durch EGF ausgeloste
gerichtete Bewegung; stabil CapG-eGFP exprimierende MDA-MB-231-Zellen

humanes EGF (epidermal growth factor) genutzt, da dies bei einigen Mam-
makarzinomzellinien chemotaktisch gerichtete Bewegung auslost und da be-
kannt ist, dafl die MDA-MB-231-Zellen EGF-Rezeptoren exprimieren [51].
Die MDA-MB-231-Zellen wuchsen gut in den Chemotaxiskammern an. Sie
schienen in diesen Kammern weniger von dem eingestrahlten Licht irritiert zu
werden. Die Abbildungen allerdings waren diffuser als in einem Nunc Labtec
mit Glasboden.

Warum es nur selten gelang, tatsdchlich eine gerichtete Bewegung aus-
zulosen (s. Abb. 4.20), ist unklar: falsches Chemoattractant, instabiler Gra-
dient, ungiinstige Konzentrationsverhaltnisse und schlecht gewéhltes Zeitfen-
ster sind mogliche Ursachen. Ein Prototyp einer neuen, verbesserten Chemo-
taxiskammer von ibidi wird getestet.

4.4 Dynamik des CapG-Proteins in lebenden
Zellen

Neben der Visualisierung der Dynamik zelluldrer Prozesse war es Ziel die-
ser Arbeit, die Kinetik makromolekularer Abldufe sichtbar zu machen. Die
Fluoreszenzkorrelationsspektroskopie (FCS) detektiert die Diffusion einzelner
Proteine, wéhrend die Fluorescence Recovery after Photobleaching (FRAP)
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die Bewegungen ganzer Proteingruppen wiedergibt. Im folgenden werden Er-
gebnisse beider Moglichkeiten der Kinetikanalyse fluoreszenzmarkierter Pro-
teine in der lebenden Zelle beschrieben.

4.4.1 Dynamik einzelner CapG-Proteine: FCS

Anders als die FRAP-Experimente wurden die FCS-Messungen nur mit neo-
plastischen Brustepithelzellen (MDA-MB-231) durchgefiihrt. Es galt hierbei
zunéchst, die experimentellen Bedingungen und die Art der Auswertung zu
erarbeiten, die eine Differenzierung der Kinetik des CapG-eGFP-Proteins in
den subzelluldren Kompartimenten Zellkern und Zytoplasma ermoglicht und

die dariiberhinaus eine Abgrenzung zur intrazellularen Mobilitdt des inerten
eGFP erlaubt.

Kalibrierungsmessungen

Um das sensitive Instrument der Fluoreszenzkorrelationsspektroskopie zu ju-
stieren, wurde vor jeder Mefireihe die Diffusionszeit des chemischen Farbstoffs
Alexad88 in Losung bekannter Konzentration gemessen. Ein Beispiel einer
so gewonnenen Autokorrelationskurve gibt die Abbildung 4.21.
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Abbildung 4.21: experimentell ermittelte Autokorrelation von Alexa488 in
68 nM, wissriger Losung
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Aus dieser Kalibrierungsmessung ist es moglich, anhand der detektierten
Teilchenzahl im Fokus oder anhand der registrierten Diffusionszeit die Grofie
des effektiven Detektionsvolumens zu schétzen:

e Der Schnittpunkt von Autokorrelationsfunktion und Ordinate gibt den
Kehrwert der Anzahl unabhéngig diffundierender Teilchen im Fokus.
In diesem Fall ergibt sich also unter Beriicksichtigung der Avogadro-
Konstante nach Gleichung 3.12:

o3nM = 12,5
Vers
Verrp = 0,311

Mit Hilfe des x-Faktors, der das Verhéltnis der Halbachsen 2y und wy
des Detektionsvolumens angibt und der aus der Kalibrierungsmessung
auf 5,5 bestimmt wurde, konnen die Abmessungen des Detektionsvolu-
mens wie folgt errechnet werden (Gl. 3.18):

Vepg = m2 w20
0,3fl = 7

wy ~ 2l4nm

N njw

w(2)5,5w0

e Auch die gemessene Diffusionszeit und der (vermeintlich) bekannte Dif-
fusionskoeffizient von Alexad88 konnen zur anndhernden Schitzung der
horizontalen Halbachse wgy genutzt werden. Allerdings sind die Angaben
beziiglich des Diffusionskoeffizienten von Alexa488 in der Literatur sehr
verschieden. Sie schwanken zwischen 200 und 400 ym?/sec [63, 70, 98,
99, 100, 101]. Messungen unserer Abteilung machen einen Diffusions-
koeffizienten von etwa 300 um?/sec wahrscheinlich. Setzt man diesen
Wert in Gleichung 3.17 ein, erhélt man:

wh
4D

wy ~ 2llnm

3Tusec =

Damit ergibt sich ein effektives Detektionsvolumen von etwa 425 nm Durch-
messer in lateraler und 2,35 pm in axialer Richtung (vgl. Vukojevic et al.
und Pramanik et al.: 0,5 und 2 pm [64, 102]). Bedenkt man die ungefihren
Mafle einer Zelle von etwa 8-10 gm Hohe und 40-50 pm Ausdehnung, be-
kommt man einen anschaulichen Eindruck des Beobachtungsvolumens in der
lebenden Zelle.
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experimentelle Bedingungen in lebenden Zellen

Die Qualitdt der experimentell ermittelten Autokorrelationen wird bei gege-
benem optischen Aufbau durch die Dauer der Mefizeit und die Eindeutigkeit
des fluktuierenden Fluoreszenzsignals bestimmt. Je linger gemessen wird,
umso mehr Signale werden gesammelt und umso grofler ist die Basis einer sta-
tistischen Auswertung. Je weniger Fluorophore im Fokus sind und je grofler
deren molekulare Helligkeit ist, desto deutlicher ist das Fluktuationssignal.

Meflzeit: Da lebende Zellen betrachtet werden, sind Zellbewegungen
und Zytoplasmastrome moglich. Diese fithren zu einer sehr langsamen Kom-
ponente der Autokorrelationsfunktion, die nicht durch die Dynamik des un-
tersuchten Proteins bedingt ist. Messungen, die solche Zellbewegungen zeig-
ten, wurden verworfen. Um diese Artefakte zu vermeiden, sollten die Mef3zei-
ten moglichst kurz sein. Um dennoch ausreichend Fluktuationen zu sammeln,
wurde die Mefizeit auf 6 mal 10 sec festgelegt.

Auswahl der Zellen: Befinden sich wenige Fluorophore im Detekti-
onsvolumen und im umgebenden Medium, sind die detektierten Fluktuatio-
nen durch einzelne Fluorophore relativ zur mittleren Fluoreszenzintensitét
grofler als die registrierten Fluktuationen bei der Betrachtung vieler Fluoro-
phore. Daher wurden moglichst schwach fluoreszente Zellen fiir die Messun-
gen ausgesucht.

Laserintensitit: Die mittlere molekulare Helligkeit eines Fluorophors
kann durch verstérkte Lasereinstrahlung gesteigert werden. Diese Moglichkeit
ist allerdings durch biologische und photophysikalische Umsténde begrenzt:

Die hohere Laserintensitdt bedeutet grofleren Zellstrefi durch photo-oxi-
dative Prozesse. Auflerdem verlieren die Fluorophore bei hoherer Laserin-
tensitdt schneller ihre Féahigkeit zu fluoreszieren. Da Bleichen wie Diffusion
eine Moglichkeit des fluoreszierenden Molekiils ist, aus dem Fokusvolumen
zu verschwinden, fithrt dies zu einem rascheren Zerfall der Autokorrelations-
funktion. Die tatsichliche Diffusionszeit wird unterschitzt. Auch der Uber-
gang des Fluorophors vom angeregten Singulett- in einen Triplettzustand
wird durch steigende Lasereinstrahlung gefordert, der Triplettanteil an der
Autokorrelationsfunktion also grofier.

In den vorgestellten FCS-Messungen wurden zwei verschiedene Laserin-
tensitdten gewahlt. Die Ergebnisse werden im folgenden verglichen.

Die Laserleistung, die tatsdchlich die Probe erreicht, wird am genauesten
am Objektivausgang gemessen. Die beiden gewéhlten Intensitdten betrugen
etwa 3,2 bzw. 0,9 uW. Dies ergibt nach 0,138 - P/(Dguss - 7p), wobei P die
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gemessene Laserleistung und D488 und 7p Diffusionskoeffizient und -zeit
von Alexa488 sind, eine mittlere Intensitétsdichte im Detektionsvolumen von
etwa 3,6 bzw. 1,0 kW/cm?.

Zunéchst soll von den FCS-Messungen berichtet werden, die mit héherer
Laserintensitét (~3,6 kW /cm?) ausgefiihrt wurden.

Kinetik des freien eGFP in lebenden Zellen

Bei der relativ hohen Intensitétsdichte von ~3,6 kW /cm? wurde kein Bleichen
des intrazelluldren eGFP oder des CapG-eGFP beobachtet. Der Triplettanteil
des Fluorophors ist entgegen der Theorie kleiner als bei geringer gewéhlter
Laserleistung (s. unten). Die Zellen tolerierten diese Beleuchtung gut. Berich-
te anderer unterstiitzen diese Beobachtungen. Jankevics et al. beispielsweise
benutzten fiir ihre Messungen von YFP-Fusionsproteinen, die photochemisch
instabiler sind als GFP-Konstrukte, ~3 kW /cm? [103].

An die experimentell ermittelten Autokorrelationen des eGFP in Zyto-
plasma und Zellkern transient transfizierter MDA-MB-231-Zellen konnte gut
eine Modellfunktion dreidimensionaler Diffusion angepafit werden, die eine
nichtstrahlende Komponente, den Triplettanteil, und nur eine diffundierende
Komponente beriicksichtigt. Zwei diffundierende Komponenten in den Fit
einzubeziehen, ergab keine besseren Fitergebnisse (Abb. 4.22). Das inerte
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Abbildung 4.22: Residuen und y?-Werte der Anpassung einer theoretischen
Modellfunktion mit einer bzw. zwei diffundierenden Komponenten: Die An-
passung mit zwei diffundierenden Komponenten ergibt keine Verbesserung.
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eGFP diffundiert also frei in der Zelle mit einer Geschwindigkeit, die durch
seine Grofle und die Temperatur und Viskositdat des Zyto- bzw. Nukleoplas-
mas bedingt ist. Eine transiente Bindung an zelluldre Strukturen, die die Dif-
fusion des eGFP verlangsamen und dann in der Autokorrelation als zweite
langsam diffundierende Komponente erscheinen wiirde, ist unwahrscheinlich.

Als Triplettzeit des eGFP wurde nach Sichtung der Literaturangaben 30
pusec gewédhlt und in der Fit-Routine konstant gehalten. Die sich ergeben-
den Diffusionszeiten des freien eGFP im Zytoplasma und im Zellkern transi-
ent transfizierter Mammakarzinomzellen sind bei gewéhltem experimentellen
Aufbau mit 431 + 6 und 390 £ 4 psec in etwa gleich. Die Abbildung 4.23
zeigt reprisentative Autokorrelationen.
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Abbildung 4.23: normierte Autokorrelationen des freien eGFP im Zytoplas-
ma und im Zellkern transient transfizierter MDA-MB-231-Zellen: Bei diesen
exemplarisch gewdhlten Messungen im Zytoplasma und im Zellkern dersel-
ben Zelle ist kein Unterschied der Diffusion in beiden Zelllkompartimenten
zu erkennen.

Die Triplettzeit auf 20 psec zu setzen, brachte keine nennenswerten Un-
terschiede im Fitergebnis: 404 £+ 5 im Zytoplasma und 372 £+ 4 psec im
Zellkern. Fiir die Auswertung der folgenden Autokorrelationen wurde daher
stets als annédhernde Schétzung der Triplettzeit des eGFP 30 usec eingesetzt.

Da es schwer ist, die genauen Abmessungen des effektiven Detektionsvo-
lumens unabhéngig von der FCS zu bestimmen, werden die Diffusionskoeffi-
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zienten iiblicherweise nicht absolut errechnet, sondern aus dem Vergleich mit
einer Kalibrierungssubstanz als relative Groflen abgeleitet. Mit der gemesse-
nen Diffusionszeit von Alexa488 (~37 usec), dessen Diffusionskoeffizienten
und den ermittelten Diffusionszeiten des freien eGFP in der Zelle kénnen
fiir eGFP in den beiden Zellkompartimenten Zellkern und Zytoplasma ef-
fektive Diffusionskoeffizienten errechnet werden. Wie oben berichtet wird in
dieser Arbeit ein D,gs von 300 um?/sec zugrunde gelegt. Es ergeben sich
fiir den Diffusionskoeffizienten des freien eGFP im Zytoplasma und Zellkern
entsprechend Gleichung 3.17 folgende Néaherungen:

Degrpimzp =~ 25,8+ 0,4um?/sec
Derpimzi  ~ 28,54 0,3um?/sec
Diese Werte der eGFP-Diffusionskoeffizienten in Zytoplasma und Zellkern

fiigen sich gut in die Reihe berichteter Werte, wobei leider auch hier die in
der Literatur gemachten Angaben keineswegs einhellig sind:

Decrpimzp  DeGrprimzi Technik
Swaminathan et al. [104] 25 - FRAP bei RT
Lippincott-Schwartz[81] zit.[104] 25 - FRAP bei RT
Chen et al. [105] 25,2 £ 4,5 286 + 6,6 FCS, 2-PE, T unklar
Houtsmuller et al. [106] 58 £ 9 - FRAP, T unklar
Wachsmuth et al. [74] 12,5 + 1,3 98 £ 1,6 FCS, 1-PE bei RT
Brock et al. [75, 107] 18+ 7 31+ 14 FCS, 1-PE bei BT
Bacia et al. [70] 30 - FCS, 1-PE, T unklar
Hinow et al. [108] - 41,6 £ 13,6 FRAP bei RT
Sprague et al. [109] - 15 FRAP bei BT
Diekmann (unpubl.) 9,7+ 1,2 - FRAP, T unklar

Tabelle 4.1: Literaturwerte des Diffusionskoeffizienten von eGFP in Zellen,
angegeben in um?/sec; RT bzw. BT bedeutet room bzw. body temperature;
1-PE bzw. 2-PE Ein- bzw. Zwei-Photonen-Anregung

Durch Protonierung bzw. Licht induzierte Alterationen der eGFP-Fluo-
reszenz, die als verschiedene Formen des , blinking“ gefat werden, wurden
hier nicht beriicksichtigt. Die Zeitkonstanten dieser Prozesse liegen im Be-
reich von 300 bis 340 psec bzw. 340 + 50 psec [76, 77, 78], sind damit also
nur schwer von den gemessenen Diffusionszeiten des eGFP und auch des
CapG-eGFP zu trennen?. Bezieht man ,,blinking® als zweite nichtstrahlende

2Eine Moglichkeit, die Diffusionskinetik von der photophysikalisch bedingten Kinetik
des ,,blinking* zu trennen, konnte sein, das Beobachtungsvolumen aufzuweiten. Fluores-
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Komponente in den Fit mit ein, findet dieser keinen einheitlichen Wert fiir
die Diffusionszeit (s. Abb. 4.24).

MeBpunkte
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Abbildung 4.24: Verteilung der Diffusionszeiten von freiem eGFP ohne und
mit ,,blinking“ in MDA-MB-231: I - Fitergebnisse nur einer nichtstrahlen-
den Komponente; Fitergebnisse bei zwei nichtstrahlenden Komponenten: II
- ,blinking“-Zeit: 300 usec; III - | blinking“-Zeit: 340 usec

Daher wurden in dieser Arbeit ermittelte Autokorrelationen mit theo-
retischen Funktionen angepafit, die nur eine nichtstrahlende Komponente
einbeziehen. Dies erscheint als Anndherung an tatséchliche Gegebenheiten
statthaft, solange die gewihlten Rahmenbedingungen fiir alle Messungen bei-
behalten werden. Wie im folgenden berichtet wird, gelang es unter diesen
Bedingungen gut, Unterschiede zwischen dem Diffusionsverhalten des freien
eGFP und des CapG-eGFP-Fusionsprotein aufzuzeigen.

Kinetik des CapG-eGFP in lebenden Zellen

Die Kinetik des CapG-eGFP-Proteins wurde mit dem eben charakterisierten
Aufbau der FCS in den Kompartimenten Zellkern und Zytoplasma transient
transfizierter lebender Mammakarzinomzellen bestimmt, Messungen im En-
doplasmatischen Retikulum wurden vermieden, Zellbewegungen verworfen.
So ergaben sich die exemplarischen Autokorrelationsfunktionen der Abbil-
dung 4.25.

Aus diesen Autokorrelationen 148t sich eine mittlere Teilchenzahl von et-
wa 35 bzw. 22 Teilchen im Fokus errechnen. Dies entspricht einer Stoffmenge

zierende Molekiile bréauchten dann ldnger, um durch den Fokus zu diffundieren. Die ge-
messenen Diffusionszeiten verlédngerten sich. Die photophysikalisch bedingte Kintetik blie-
be unverindert. Allerdings entstiinden bei zunehmend groéferem Detektionsvolumen die
Probleme der Anfangszeit der FCS: ldngere Gesamtmefizeiten bei instabilen lebenden Sy-
stemen und hoheres Hintergrundsignal.
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Abbildung 4.25: Vergleich exemplarischer, nicht normierter Autokorrelatio-
nen des CapG-eGFP im Zytoplasma und Zellkern derselben MDA-MB-231-
Zelle

von 190 nM respektive 120 nM in den jeweilig untersuchten Kompartimenten
Zytoplasma und Zellkern.

Normiert man die Autokorrelationen und vergleicht sie mit dem freien
eGFP, werden die unterschiedlichen Zerfallszeiten der Funktionen anschau-
lich (Abb. 4.26). Da die Messungen des freien, inerten eGFP und des CapG-
eGFP-Fusionsproteins in derselben Mefireihe und in demselben Zelltyp aus-
gefithrt wurden, konnen die ermittelten Unterschiede dem funktionellen Pro-
teinanteil des Fusionsproteins zugeschrieben werden.

Anders als die Autokorrelation des freien eGFP konnen die fiir CapG-
eGFP experimentell ermittelten Daten nur schlecht mit einer theoretischen
Funktion beschrieben werden, die von einer diffundierenden Komponente
ausgeht. Das Residuum zwischen experimentellen und theoretischen Funk-
tionen ist bei einem Zwei-Komponenten-Fit deutlich geringer. Eine theore-
tische Funktion, die zwei diffundierende Komponenten beriicksichtigt, gibt
also eine bessere Néherung der experimentellen Daten (Abb. 4.27 und 4.28).

Die FCS detektiert somit zwei verschieden schnell diffundierende Anteile
des CapG-eGFP-Fusionsproteins: die erste schnell diffundierende Komponen-
te beschreibt die Diffusion des weitgehend ungebundenen Proteins, die wie
bei dem inerten eGFP vor allem durch seine Gréfle und die Temperatur und
Viskositat des Zellmilieus bedingt wird; die zweite langsam diffundierende
Komponente hingegen ist der Anteil des Proteins, der transient an zellulire
Bestandteile assoziiert.
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Abbildung 4.26: Vergleich der normierten Autokorrelationen von eGFP im
Zytoplasma und CapG-eGFP im Zytoplasma und Zellkern (mittlere Laser-
leistung: 3,2 uW bzw. mittlere Intensitéitsdichte: 3,6 kW/cm?): Die unter-
schiedlichen Zerfallszeiten werden anschaulich.

Die erste diffundierende Komponente wurde aus 48 bzw. 41 Datenpunkten
von 22 bzw. 23 Zellen gemittelt und ergab im Zytoplasma 7, zp = 465+ 5usec
und im Zellkern 775 = 488 £ Susec. Damit ist der Diffusionskoeffizient
des CapG im Zytoplasma der Mammakarzinomzellen etwa D = 23,9 +
0,3um?/sec und im Zellkern ungefihr D = 22,7 + 0, 3um?/sec.

Nimmt man an, dafl der Diffusionskoeffizient globulédrer Proteine der
dritten Wurzel ihres Molekulargewichts umgekehrt proportional ist, kann
man aus dem Verhéltnis der Molekulargewichte des freien eGFP (etwa 27
kDa) und des Fusionsproteins (etwa 66 kDa) den ungefihr zu erwartenden
Diffusionskoeffizienten abschéatzen. In diesem Fall wiirde man im Zytoplas-
ma einen Diffusionskoeffizienten D = 19,2 4 0,2um?/sec bzw. im Zellkern
D = 21,2 4+ 0,2um?/sec erwarten, also eine Diffusionszeit des CapG-eGFP
von etwa 525 - 580 pusec in Zellkern und Zytoplasma. Die zu erwartende Dif-
fusionszeit ist damit ldnger als die tatséchlich gemessene. Allerdings ist der
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Abbildung 4.27: Residuen und y2-Werte der Anpassung an eine Modellfunk-
tion mit einer bzw. zwei diffundierenden Komponenten: Die Anpassung mit
zwei diffundierenden Komponenten ergibt eine deutlich bessere Annéherung
tatsdchlich ermittelter CapG-eGFP-Funktionen im Zytoplasma.
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Abbildung 4.28: Residuen und y2-Werte der Anpassung an eine Modellfunk-
tion mit einer bzw. zwei diffundierenden Komponenten: Die Anpassung mit
zwei diffundierenden Komponenten ergibt eine deutlich bessere Annédherung
tatsiachlich ermittelter CapG-eGFP-Funktionen im Zellkern.
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Diffusionskoeffizient kein besonders sensitives Mafl des Molekulargewichts.
Um eine deutliche Anderung des Diffusionskoeffizienten um etwa den Faktor
2 zu erhalten, ist eine achtfache Differenz des Molekulargewichts notig.?

Die zweite diffundierende Komponente des CapG-eGFP-Proteins, die sich
aus dem Zerfall der Autokorrelation ergibt, ist charakterisiert durch den pro-
zentualen Anteil des Proteins po, der sich durch voriibergehende Assoziation
an Interaktionspartner langsamer bewegt, und die Zeit 75, die dieser Anteil
des Proteins benotigt, durch das Beobachtungsvolumen zu diffundieren.

Bei der Betrachtung der zweiten langsam diffundierenden Komponente
wurden die Mefpunkte ausgeschlossen, deren grofies 7o durch zugrundelie-
gende Zellbewegung und nicht durch Proteindiffusion bedingt zu sein schien.

Korrelationszeiten iiber 300 bzw. 150 msec von der weiteren Auswertung
auszuschlieffen, erscheint auch deshalb angezeigt, da bei gegebener Gesamt-
mefizeit die FCS umso ungenauer wird, je langer die Korrelationszeiten dif-
fundierender Teilchen werden. Da die FCS auf der statistischen Analyse ein-
zelner Fluktuationen basiert, ist die Genauigkeit der FCS-Daten der Anzahl
gesammelter Einzelfluktuationen proportional. Je ldnger also die Korrelati-
onszeiten sind, desto weniger entsprechende Fluktuationen werden in einem
Meflauf detektiert und umso ungenauer wird die Korrelationszeit bestimmt.
Als grobe Schitzung der Standardabweichung verschiedener Korrelationszei-
ten kann N~'/2 dienen, wobei N = Tg/74. Tg ist die GesamtmeBzeit, 7, die
Korrelationszeit?.

So ergibt sich bei 800 msec Korrelationszeit und einer Gesamtmefzeit von
60 sec eine Standardabweichung von

+/800/60000 ~ 12%, (4.1)

bei einer Korrelationszeit von 150 msec und gleicher Gesamtmefizeit hin-

gegen nur
/150,/60000 ~ 5% (4.2)

Neben der Anzahl gesammelter Einzelfluktuationen haben die Eindeutig-
keit des Signals, die molekulare Helligkeit, und die Grofle der betrachteten
Fraktion langsam diffundierender Teilchen Einflufl auf die Mef3genauigkeit.

3Zudem mogen bei der verwendeten Fitroutine langsamere Anteile der ersten Kompo-
nente der zweiten zugerechnet werden, was die erste schneller erscheinen 148t.

4Diese Moglichkeit, die Standardabweichung abzuschiitzen, wird in einer frithen Arbeit
von Koppel genannt [110, 111], der seinen Berechnungen eine einheitliche Beleuchtung und
grofle Fluorophormengen zugrundelegte. Qian et al. erweiterten diese Arbeit und gaben
die Berechnung der Standardabweichung fiir ein Gauss’sches Intensitétsprofil und eine
kleine Anzahl Fluorophore an [112]. Weitere Arbeiten zur statistischen Genauigkeit von
FCS-Messungen werden in den Referenzen genannt: [113, 114, 115].
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Die Ergebnisse der langsam diffundierenden Komponente des CapG-eGFP
sind:

bei 5 < 300 msec

| Zytoplasma (n = 40) Zellkern (n = 34)
5,0£0,6 10,4+ 2,1
84,0 £ 12, Imsec 68,1 £ 13, 3msec

P2
T2

bei 75 < 150 msec

| Zytoplasma (n = 32) Zellkern (n = 29)
5,6+0,8 11,6 £2,4
54,3 £ 8, bmsec 41,0 £ 7, 3msec

P2
T2

In beiden Zellkompartimenten gibt es also langsam diffundierende Proteinan-
teile. Im Zellkern ist dieser Anteil mit 10 - 11% groBer als im Zytoplasma (et-
wa 5,3%). Fixiert man 71 auf den entsprechenden Mittelwert, also 717p = 465
pusec und 1z = 488 usec, ergibt sich:

bei 7 fixiert und 75 < 300 msec

| Zytoplasma (n = 43) Zellkern (n = 35)
47+0,5 11,0+1,9
80,0 + 11, 3msec 50,7 4+ 11, 9msec

P2
T2

bei 7 fixiert und 7 < 150 msec

| Zytoplasma (n = 32) Zellkern (n = 31)
5.340,6 12.0+1,3
44,8 £+ 7, Omsec 29,0 + 5, 6msec

P2
T2

Tabelle 4.2: die langsam diffundierende Komponente des CapG-eGFP

Diese Methode der Datenanalyse macht den Unterschied der Diffusion
des CapG-eGFP in den beiden Zellkompartimenten deutlicher. Die langsam
diffundierende Komponente ist im Zellkern groBer (11,0 - 12,0% versus 4,7
- 5,3%) und schneller (51 versus 80 usec) als im Zytoplasma. Im Zellkern
scheint also mehr CapG-eGFP voriibergehend an Interaktionspartner ge-
bunden und dadurch ein groflerer Teil des CapG-eGFP in seiner Diffusion
verlangsamt zu sein. Doch sind die im Zellkern entstehenden Komplexe klei-
ner oder in ihrer Assoziation voriibergehender als die im Zytoplasma entste-
henden, was in einer geringeren Zeitkonstante der zweiten diffundierenden
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Komponente des CapG-eGFP im Zellkern resultiert.

Assoziationsgrad des CapG-eGFP in lebenden Zellen

Aus dem Vergleich der mittleren molekularen Helligkeit des freien eGFP
und des CapG-eGFP-Fusionsproteins kann man den Assoziationsgrad des
Fusionsproteins n im Zellkern und im Zytoplasma bestimmen:

< FeG’FP >
< Negrp >
< FCapG—eGFP >

= (2,0£0,04) - 10°cpsm

— - = (1,94£0,04) - 10°cpsm im Zytoplasma bzw.
CapG—eGFP

= (1,8+0,04)-10°cpsm  im Zellkern

Demnach liegt das CapG-eGFP-Protein im allgemeinen als Monomer vor
sowohl im Zellkern als auch im Zytoplasma. Eine genauere Bestimmung des
Assoziationsstatus ist nur mit der Methode der PCH, des photon counting
histogram, moglich.

FCS-Messungen mit niedriger Laserleistung

Einige Messungen wurden mit einer Laserleistung von etwa 900 nW durch-
gefiihrt entsprechend einer mittleren Intensitiitsdichte von ~1 kW /cm?. Die
Laserleistung wurde damit so eingestellt, wie von Wachsmuth et al. berich-
tet [72]. Die mittlere molekulare Helligkeit des eGFP und des CapG-eGFP
liegt dann bei 0,55 kHz pro Teilchen - auch dies entspricht oben genannten
Berichten [73]. Die Kalibrierungsmessungen mit Alexa488 waren den Mes-
sungen mit hoherer Laserintensitét in etwa vergleichbar: 7,488 = 44usec und
1/N =0,0815 und k = 5.

Représentative normierte Autokorrelationskurven von freiem eGFP im
Zytoplasma, CapG-eGFP im Zellkern und Zytoplasma werden gezeigt.

Die Auswertung dieser Daten bringt kaum differierende Diffusionszeiten
des freien eGFP und der schnell diffundierenden Komponente des CapG-
eGFP. Auch in der Analyse der zweiten Komponente des CapG-eGFP ist
mit diesem experimentellen Aufbau kein Unterschied in Fraktion und Zeit
zwischen Zytoplasma und Zellkern detektierbar.

‘ Tp bzw. 1y
eGFP 041 £ 22psec
CapG-eGFPzp | 526 £ 16usec
CapG-eGFP i | 560 + 22usec
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Abbildung 4.29: Vergleich der normierten Autokorrelationen von eGFP im
Zytoplasma und CapG-eGFP im Zytoplasma und Zellkern (mittlere Laserlei-
stung: 0,9 W bzw. mittlere Intensitéitsdichte: 1 kW /cm?): Die unterschied-
lichen Zerfallszeiten sind nicht zu trennen.

Wenn 7 auf den entsprechenden Mittelwert fixiert wird und = < 300
msec, erhélt man folgende Werte der langsam diffundierenden Komponente

des CapG-eGFP:

| Zytoplasma (n = 26) Zellkern (n = 30)
P2 7,7£1,5 5,4+0,7
To 75,3 £ 18, 2msec 98, 3 £ 14, Omsec

Der Triplettanteil des CapG-eGFP ist bei der Mefireihe mit niedriger La-
serintensitit mit ~33% grofer als bei der Mefireihe mit hoherer Laserinten-
sitdt (~20%), obwohl man erwartet hétte, dafi der Triplettanteil mit steigen-
der Laserstirke zunimmt. Es ist moglich, daf§ die Triplettfraktion durch die
Fit-Routine iiberschétzt wird, da die Autokorrelationen gerade in ihrem An-
fangsteil stark verrauscht sind. Ein schlechtes Signal-zu-Rausch-Verhéltnis
konnte auch Grund dafiir sein, dafl verschiedene Mobilitaten des Fusions-
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proteins mit geringerer Laserintensitit nicht diskriminierbar waren, die bei
hoherer Laserintensitéit durchaus zu unterscheiden sind. Meseth et al. gaben
an, dafl gerade im Bereich kurzer Korrelationszeiten die Mefigenauigkeit der
FCS stark von der molekularen Helligkeit abhéngt. Erst bei Korrelations-
zeiten >100 msec ist die Standardabweichung unabhéngig von der Signalin-
tensitdt. Die einzig mogliche Art, den experimentellen Fehler dann (also bei
Korrelationszeiten >100 msec) zu reduzieren, besteht darin, die Gesamtmef-
zeit zu verldngern [68].

Continuous Photobleaching

Eine Variante der Kinetikanalyse fluoreszierender Molekiile ist das kontinu-
ierliche Bleichen (CP). Mit geringer Laserintensitdt wird iiber einen ldnge-
ren Zeitraum ein Punkt in der Zelle beleuchtet und simultan der Abfall der
Fluoreszenz detektiert. Diese Experimente wurden anders als die iibrigen Ki-
netikanalysen bei Raumtemperatur durchgefiihrt.

1 '2 T T T T T 1 '2 T T T T T
CP Zytoplasma [ CP Zellkern
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Abbildung 4.30: Vergleich des Fluoreszenzzerfalls bei kontinuierlichem Blei-
chen im Zytoplasma und im Zellkern lebender Mammakarzinomzellen

Ohne auf die Moglichkeiten weiterer Auswertung des beobachteten biex-
ponentiellen Fluoreszenzzerfalls einzugehen, sollen hier lediglich zwei exem-
plarische normierte Kurven gezeigt werden: eine aus dem Zellkern und eine
aus dem Zytoplasma transient transfizierter MDA-MB-231.

Die Fluoreszenz wird bei derselben Laserintensitédt und in derselben Zel-
le schneller und stiarker im Zellkern gebleicht als im Zytoplasma. Auflerdem
zeigt die Zerfallskurve des Zellkerns einen glatten Verlauf, wohingegen im
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Zytoplasma immer wieder kleine spikes den Gesamtverlauf iiberlagern. Es
scheinen im Zytoplasma immer wieder Ansammlungen von fluoreszierendem
Protein in den Fokus zu flottieren. Dies konnen kurze, verzweigte Aktinfila-
mente sein, die an ihren Verzweigungsenden CapG binden. Es gibt Hinwei-
se, dafl solche kurzen Aktinfilamente im Zytoplasma bestehen, die am Ort
stiarkerer Aktinpolymerisation in grofere Aktinnetze eingebaut werden [27].
Dies kénnen aber auch diffundierende vesikulédre Strukturen sein, die gréfere
Mengen CapG eventuell iiber eine PIP»-Bindung enthalten.

Abbildung 4.31: Bilder vor und nach Bleichen des Zytoplasmas und des Zell-
kerns einer transient transfizierten MDA-MB-231-Zelle

Werden Bildern vor und nach dem Bleichen aufgenommen, sicht man bei-
de Kompartimente homogen entfirbt, obwohl nur in einem Punkt gebleicht
wurde. Zudem fallt auf, dafl das jeweils nichtgebleichte Kompartiment seine
Fluoreszenz weitgehend bewahrt.

Zellkern und Zytoplasma transient transfizierter Mammakarzinomzellen
scheinen fiir das CapG-eGFP-Fusionsprotein weitgehend getrennte Diffusi-
onsrdaume zu sein, die verschiedene Mobilitéitseigenschaften des Proteins zei-
gen. Uber mehrere Sekunden betrachtet, diffundiert das Protein im Zellkern
offenbar rascher als im Zytoplasma.
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Die Bindungseigenschaften des Proteins im Zellkern der lebenden Zelle
und den Austausch mit dem Zytoplasma néher zu charakterisieren, war Ziel
anschliefender FRAP-Messungen.

4.4.2 Dynamik ganzer CapG-Populationen: FRAP

Da es in der Literatur Hinweise gibt, dafl gerade die Zellkernfraktion des
CapG-Proteins entscheidend fiir den Zugewinn an Motilitédt einer Zelle sein
kénnte, wurden die FRAP-Experimente dieser Arbeit auf die Mobilitdt des
CapG-eGFP-Fusionsproteins innerhalb des Zellkerns und den Austausch des
Proteins zwischen den Kompartimenten Zellkern und Zytoplasma fokussiert.
Die FRAP-Ergebnisse neoplastischer und nichtneoplastischer Brustepithel-
zellen wurden verglichen.

Vergleich der CapG-Mobilitéit in normalen und tumorésen Zellen

Die Zellkerne invasiver, metastasierender Mammakarzinomzellen (MDA-MB-
231) und normaler Brustepithelzellen (MCF-12A) wurden mit hoher Laserin-
tensitit gebleicht und die folgenden Anderungen der Fluoreszenzintensitéten
in der lebenden Zelle {iber die Zeit beobachtet. So konnte der Austausch

fluoreszierender CapG-eGFP-Proteine zwischen den Kompartimenten Zell-
kern und Zytoplasma iiber die Zeit sichtbar gemacht werden.

Schichtaufnahmen (Z-Stapel) zeigen, dafl unter den gewéhlten Bedingun-
gen des Bleichens die Zellkerne der untersuchten Zellen tatséchlich ihre Fluo-
reszenz homogen verloren (Abb. 4.32).

Abbildung 4.32: Z-Stapel einer CapG-eGFP stabil exprimierenden MDA-
MB-231-Zelle: Die Fluoreszenzintensitdt war nach dem Bleichen tatséchlich
im gesamten Zellkern reduziert.

Abbildung 4.33 gibt Beispiele der Fluoreszenzerholung der Zellkerne neo-
plastischer und nichtneoplastischer Zellen. Schon bei Betrachten dieser Ab-
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bildungen werden Unterschiede im Transport zwischen den Kompartimenten
Zytoplasma und Zellkern beider Zelltypen offensichtlich.

Die Fluoreszenzintensitéiten von Zellkern, Zytoplasma und extrazellularem
Hintergrund 20 nichtneoplastischer und 28 neoplastischer Brustepithelzellen
wurden bestimmt, korrigiert und normalisiert wie im Methodenteil ange-
geben. Trigt man die relativen Fluoreszenzintensititen gegen die Zeit auf,
erhélt man die recovery-Profile der einzelnen Zellen (Abb. 4.34). Mittelwert-
kurven wurden berechnet.

Kinetikparameter differenzieren normale und tumordose Zellen

Wird eine einfache Exponentialfunktion den Mittelwertkurven beider Zellty-
pen angepaft, lassen sich charakteristische Kinetikparameter des Zellkernim-
ports nichtneoplastischer und neoplastischer Brustepithelzellen bestimmen.

Ft)=1—(a—0b(1—e?)), (4.3)

wobei a den Anteil der relativen Fluoreszenzintensitéit beschreibt, der ge-
bleicht wird, b den Anteil, der sich iiber die Zeit t erholt, und A die Rate der
Fluoreszenzerholung. Der Kehrwert von A beschreibt die recovery-Zeit 7, also
die Zeit, die vergeht bis 2/3 der anfianglichen relativen Fluoreszenzintensitét
wiedergewonnen sind. Die Werte beider Zelltypen sind im einzelnen:

| MCF-12A (n = 20) MDA-MB-231 (n = 28)
a 0,770 + 0,001 0,783 4+ 0,001
b 0,553 4 0, 046 0,757 4+ 0,006
A | (0,576 4 0,064) - 1073sec™ (1,37 £ 0,020) - 10 3sec™?

Aus den Fraktionen a und b kann man nach /r = a — b die immobilisierte
Fraktion des CapG-eGFP-Proteins im Zellkern des jeweiligen Zelltyps be-
rechnen und aus 1/\ die recovery-Zeit 7 als Mafl des Nettotransports aus
dem Zytoplasma in den Zellkern.

| MCF-12A (n =20) MDA-MB-231 (n = 28)
Ir 30,8 + 6% 3,3+ 1%
T 1736 + 193sec 730 & 11sec

Tabelle 4.3: FRAP-Daten nichtneoplastischer und neoplastischer Brustepi-
thelzellen
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Abbildung 4.34: Kurvenscharen der recovery-Profile nichtneoplastischer
(MCF-12A) und neoplastischer Zellen (MDA-MB-231) mit entsprechenden
Mittelwertkurven
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Abbildung 4.35: Vergleich der Mittelwertkurven der untersuchten MCF-12A
und MDA-MB-231; als Fehlerbalken sind die jeweiligen Standardabweichun-
gen angegeben

Damit unterscheiden sich normale Brustepithelzellen und Mammakarzi-
nomzellen sowohl in der Importgeschwindigkeit des CapG-eGFP in den Zell-
kern (1740 versus 730 sec) als auch in dem immobilisierten Anteil des Proteins
im Zellkern (31 versus 3%) deutlich. Das CapG-eGFP-Protein scheint in den
karzinomatosen Zellen schneller in den Zellkern transportiert zu werden und
hier weit weniger immobilisiert zu sein als in den entsprechenden normalen
Zellen.

Ir und 7: unabhingig differenzierende Parameter

Wie die Kurvenscharen anschaulich machen, ist die Geschwindigkeit des Zell-
kernimports verschiedener Zellen ein und desselben Zelltyps durchaus un-
terschiedlich. Es gibt schneller und langsamer importierende normale und
karzinomatdse Zellen. Um festzustellen, ob die immobilisierte Fraktion sich
dementsprechend éndert oder ob sie vielmehr ein unabhéngig differenzieren-
der Parameter ist, wurden die betrachteten Zellen in zwei gleich grofie Unter-
gruppen geteilt: Aus den untersuchten Zellen beider Zelltypen wurde je eine
Gruppe mit relativ langsamem und relativ schnellem Import gebildet. An-
halt dieser Einteilung war die am Ende des Beobachtungszeitraums erreich-



KAPITEL 4. ERGEBNISSE 103

te Fluoreszenzintensitidt im Zellkern. So entstanden zwei Gruppen der nor-
malen Brustepithelzellen (Endintensitit jeweils < 0,4 MCF 4, bzw. > 0,4
MCEF f,4) und zwei Gruppen der Karzinomzellen (Endintensitét jeweils < 0,7
MDAslow bzw. > 0, 7 MDAfast).

1’2 T T T T 112 T T T T
"langsame" MCF-12A "schnelle" MCF-12A
—o—Mittelwertkurve W,T —o—Mittelwertkurve |
0,8 | 4 0,8 | J
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Abbildung 4.36: Kurvenscharen und entsprechende Mittelwertkurven der Un-
tergruppen der untersuchten MCF-12A- und MDA-MB-231-Zellen

Die Gruppe der Karzinomzellen mit dem relativ langsamen Zellkernim-
port und die Gruppe der normalen Brustepithelzellen mit dem relativ schnel-
len Import wurden verglichen. Wie erwartet nédhern sich die Erholzeiten
der Fluoreszenz einander an (Tajcpfast = 1230 versus Taspasiow = 1135sec).
Die immobilen Fraktionen der beiden Zelltypen bleiben jedoch nahezu un-
verdndert (Ipnvorfast) = 28% versus Ip(vpasiow) = 1,5%). Die im Zellkern
immobiliserte Fraktion neoplastischer und nichtneoplastischer Zellen diffe-
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renziert die beiden Zelltypen also stabil und unabhéngig von der Erholzeit.
Die Daten im einzelnen:

| MCF-12A504 (n =9) MDA-MB-23147 (n = 13)
Ir 28,2+ 3,5% 1,4+ 4%
T 1227 + 81sec 1134 + 71sec

Tabelle 4.4: FRAP-Daten der MCF-12A- und MDA-MB-231-Untergruppen

Da die Konzentrationen des endogenen CapG-Proteins in den betrach-
teten Zelltypen konstitutiv stark verschieden sind - das CapG-Protein ist
in den MDA-MB-231 stark iiberexprimiert -, liegt die Vermutung nahe, die
beobachteten Unterschiede in der Importgeschwindigkeit des CapG-eGFP
seien lediglich konzentrationsbedingt. Der Expressionsgrad, also die Konzen-
tration des fluoreszierenden Fusionsproteins bestimmt die registrierte Fluo-
reszenzintensitit. CapG-eGFP stark exprimierende Zellen werden hell leuch-
ten, schwécher exprimierende Zellen werden dunkler sein. Da die compu-
tergestiitzte Verstirkung des detektierten Signals stets so eingestellt wurde,
dal gerade einige wenige Pixel Séttigung zeigten, kann die Verstdarkung als
Mafl des Expressionslevels dienen. Je hoher die Verstarkung, desto schwécher
leuchtete die Zelle und umso weniger Fusionsprotein wurde in der Zelle ge-
bildet und umgekehrt. In den Graphiken der Abbildung 4.37 ist fiir bei-
de Zelltypen die Verstiarkung gegen die im Beobachtungszeitraum erreichte
Fluoreszenzintensitit aufgetragen.

Wie der Abbildung 4.37 zu entnehmen, ist keine Korrelation zwischen
Expressionsgrad des CapG-eGFP und der Importgeschwindigkeit aus dem
Zytoplasma in den Zellkern zu erkennen. Der Zellkernimport scheint dem-
zufolge nicht blof§ durch unterschiedliche Konzentrationen des CapG-eGFP-
Proteins bedingt zu sein. Dariiberhinaus sieht man, dafl viele der untersuch-
ten Zellen beider Zelltypen das CapG-eGFP-Fusionsprotein in etwa gleich
stark exprimieren (Verstiarkungsbereich 75 bis 105), obwohl das endogene
CapG verschieden stark gebildet wird.

Im allgemeinen wird man bei den beschriebenen intrazelluldren Trans-
portprozessen zwischen Zellkompartimenten von Prozessen 1. Ordnung aus-
gehen. Diese Prozesse sind, soweit sie nicht geséattigt sind, von der Konzen-
tration des zu transportierenden Stoffes unabhéngig und werden durch die
jeweilige Transportrate charakterisiert.



KAPITEL 4. ERGEBNISSE 105

¢ MCF-12A Zelle o MDA-MB-231 Zelle
1 T T T T T T T T
& o
09 N L = i
08| 1 b e o |
° oo &0
ﬁ 0,7 | 4 L o i
oS o0 o
; 2 0,6 | * . E to o ° © -
8§ o
g . .
=05} . o J L° o o o
.
0,4 .o o L i
®e s 3
s . ®
0,3t . 4 L J

270 80 90 100 110 120 70 80 90 100 110 120
Verstarkung Verstarkung

Abbildung 4.37: Die Verstarkungen der untersuchten MCF-12A- und MDA-
MB-231-Zellen gegen die jeweils am Ende des Beobachtungszeitraums er-
reichte Fluoreszenzintensitiat aufgetragen: Es ist bei beiden Zelltypen keine
Korrelation dieser Parameter zu erkennen.

Mechanismen intrazellulirer CapG-Mobilitit

Neben der phdnomenologischen Beschreibung der Kinetik des Zellkernim-
ports und der Mobilitdt des CapG-Proteins innerhalb des Zellkerns galt es
nun, Umstdnde zu definieren, die genannte Mobilitdtseigenschaften beein-
flussen und modifizieren, um so ein genaueres Bild zugrundeliegender Me-
chanismen der CapG-Dynamik in der lebenden Zelle zu erhalten. Es wurde
versucht, die Mobilitédt des CapG mit unterschiedlichen Substanzen zu vari-
ieren, den Zellkernimport also abzuschwichen oder gar zu beschleunigen.

Die folgenden Untersuchungen wurden nur mit neoplastischen Brustepi-
thelzellen (MDA-MB-231) durchgefiihrt.

Zellkernimport des CapG-eGFP ist energieabhéingig

In-vitro-Versuche legen nahe, der Zellkernimport des CapG-eGFP-Fusionspro-
teins sei energieabhéngig, er verbrauche ATP und GTP [18]. Ein aktiver
Transportproze stiinde auch in guter Ubereinstimmung mit der Gréfie des
Proteins. Ab einem Molekulargewicht von etwa 40 kDa wird ein rein passiver
Transport durch die Kernhiille ineffizient [18].

Um nun in lebenden Zellen nachzuweisen, dal der Zellkernimport des
CapG-eGFP tatséchlich Energie benttigt, wurde die intrazelluldre Mobilitat
des Fusionsproteins mit Hilfe von FRAP charakterisiert, die Energiespeicher
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der betrachteten Zellen wurden - geméfl der Beschreibung von Shav-Tal et
al. [116] - mit 10 mM Na-azid und 6 mM 2-Deoxy-glukose metabolisch total
entleert und die sich ergebenden Unterschiede in der Dynamik des Fusions-
proteins erneut mit FRAP analysiert.

Das Vorgehen im einzelnen: Der Zellkernimport einer MDA-MB-231-Zelle
wurde wie oben beschrieben gemessen, anschlieBend Na-azid und 2-Deoxy-
glukose appliziert und der Import in derselben Zelle 10 - 15 min nach Appli-
kation erneut registriert. Dann wurde das Medium ausgewaschen und durch
frisches ersetzt, 2 Stunden spéter der Transport abschlieBend in derselben
Zelle bestimmt. Dieses Experiment wurde an drei Zellen durchgefiihrt, Mit-
telwertkurven wurden berechnet und sind in Abbildung 4.38 dargestellt.
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Abbildung 4.38: Hemmung der Fluoreszenzaufnahme im Zellkern durch Na-
azid und 2-Deoxy-glukose: Mittelwertkurven vor, 15 min nach Na-azid-
Applikation und 2 h nach Austausch des Mediums

Die Hemmung des Zellkernimports durch Na-azid und 2-Deoxy-glukose
erscheint deutlich. Die Steigung der recovery-Kurve wird nach metabolischer
Depletion flacher. Ersetzt man das Zellkulturmedium, kann dieselbe Zelle
2 Stunden spéter noch vital untersucht werden. Eine kurzfristige Na-azid-
Behandlung treibt die untersuchten Zellen also nicht zwangslaufig in die
Apoptose. Vielmehr gelingt es ihnen, ihre Energiespeicher nach Austausch
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des Mediums wieder zu fiillen und sich, wenn auch nur langsam, wieder zu
erholen. Der detektierte Zellkernimport des CapG-eGFP nimmt langsam wie-
der zu, erkennbar am etwas steileren Anstieg der recovery-Kurve 2 Stunden
nach Mediumwechsel.

Der beschriebene FRAP-Ansatz ermdglicht so auch in der lebenden Zel-
le die Untersuchung energieabhéingiger Transportprozesse. Die gezeigten Er-
gebnisse machen wahrscheinlich, dal der Zellkernimport des CapG-eGFP
tatsdchlich Energie benotigt.

Ostrogen stimuliert den Zellkernimport des CapG-eGFP

Es wird berichtet, unter Androgenstimulation komme es zu einer voriiberge-
henden Kolokalisation des Androgenrezeptors und des Gelsolin im und um
den Zellkern fibroblastendhnlicher Affennierenzellen. Dies wurde mit Hilfe
immunhistochemischer Farbungen gezeigt [42]. In Analogie zu einem Aktin-
bindenden Protein, das nicht zur Gelsolinfamilie gehort, dem FilaminA [117],
wurde vermutet, Gelsolin binde kurze Zeit an den Androgenrezeptor und er-
leichtere dessen Transport in den Zellkern. An anderer Stelle wurde bereits
der gemeinsame Zellkerntransport von Typ I Steroidrezeptoren (Ostrogen-,
Androgen- und Glukokortikoidrezeptoren) und Aktin-bindenden Proteinen
als moglicher allgemeiner Transportmechanismus postuliert. Die zytosoli-
schen Steroidrezeptoren konnten, nachdem sie durch die Ligandenbindung
dimerisierten, mit Aktin-bindenden Proteinen assoziieren und diese hucke-
pack in den Zellkern transportieren [41].

Um zu priifen, ob die Ostrogenstimulation den Zellkernimport des CapG-
eGFP in Mammakarzinomzellen verstiirkt, ob hier also durch Ostrogene eine
dhnliche Umverteilung hervorgerufen wird wie im Falle des Gelsolin durch
Androgene, wurde die CapG-eGFP-Mobilitdt in einzelnen MDA-MB-231-
Zellen vor und nach Stimulation mit Ostradiol-/3 analysiert: Der Nettoimport
des CapG-eGFP in den Zellkern wurde in einer unstimulierten Zelle anhand
der Fluoreszenzerholung gemessen, anschlieBend dem Zellmedium Ostradiol-
B in Séttigungsdosis (~ 50 - 70 nM Endkonzentration) zugesetzt, dann der
Zellkern derselben Zelle 8 Minuten nach Stimulation erneut gebleicht und
die Zunahme der relativen Fluoreszenzintensitit des Zellkerns registriert. So
wurden 20 MDA-MB-231-Zellen untersucht. Die Abbildung 4.39 stellt die
Mittelwertkurven dar.

Eine Zunahme der Fluoreszenzerholung ist an der Zunahme der Steigung
der Mittelwertkurve deutlich abzulesen. Offensichtlich stimuliert die Zugabe
von Ostradiol-3 den Zellkernimport des CapG-eGFP in den untersuchten
Mammakarzinomzellen stark.

Die immobilisierte Komponente des CapG im Zellkern 148t sich aus diesen
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Abbildung 4.39: Ostrogenstimulation des Zellkernimports: Mittelwertkurven
von 20 MDA-MB-231-Zellen vor und nach Stimulation mit Ostradiol-3

1 '2 ] T T ¥ 1 ’2 T T T T
0.8 4 08¢ i
0T
2D
=c B r b
32
0,4 4 04t i
F ——MDA-MB-231 unstimuliert E F y ——MDA-MB-231 unstimuliert E
—o—MDA-MB-231 mit E2f3 stimuliert —o—MDA-MB-231 mit E2f} stimuliert
o4 ! ! 1 L 0 1 L ! !
0 400 800 0 400 800

t[s] t[s]

Abbildung 4.40: Recovery-Profile einzelner Zellen vor und nach Stimulation
mit Ostradiol §: Beispiele verschieden starker Stimulierung
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Mittelwertkurven leider nicht berechnen, da die relative Fluoreszenzinten-
sitdt nach Stimulation oftmals iiber die Ausgangsintensitit hinausging. Ob
die Zellen nach Stimulation tatsdchlich mehr CapG-eGFP in den Zellkern
aufnahmen oder ob der recovery-Prozef§ der unstimulierten Aufnahme zum
Zeitpunkt der Stimulation nur noch nicht vollstdndig abgeschlossen war, 148t
sich aus diesen Experimenten nicht eindeutig kléren.

Um die Kinetik des stimulierten CapG-Zellkernimports einzelner Zellen zu
zeigen, sollen zwei exemplarische Einzelzellkurven abgebildet werden (Abb.
4.40). Die Fluoreszenzzunahme scheint in den dargestellten Zellen verschie-
den stark stimuliert zu werden. Bei der Zelle, die initial langsamer CapG-
eGFP in den Zellkern aufnahm, ist die Stimulation deutlicher als bei der
Zelle, die auch schon vor der Stimulation das Fusionsprotein rasch in den
Zellkern importierte. Dies kann durch biologische Varianz bedingt sein oder
aber ein Hinweis auf Séttigung des vorliegenden Transportprozesses.

Wenn diese Untersuchungen auch zeigen, dafi Ostradiol-3 den Zellkern-
import des CapG-eGFP deutlich stimuliert, bleibt doch fraglich, ob dem
tatséchlich eine vermehrte Assoziation von Ostrogenrezeptor und CapG im
Zytoplasma und ein beschleunigter Huckepack-Transport in den Zellkern zu-
grundeliegt. Zumal die untersuchten MDA-MB-231-Zellen nur in sehr gerin-
gem MaBe Ostrogenrezeptoren exprimieren, damit also nur wenige potentielle
Carriermolekiile dem CapG-Ko-Transport zur Verfiigung stiinden und dieser
nur wenig steigerbar sein diirfte.

Neben der Moglichkeit eines Ko-Transports von Ostrogenrezeptor und
CapG wire es beispielsweise auch durchaus denkbar, daf§ durch die Stimu-
lation des Ostrogenrezeptors Signalkaskaden angestofien werden, die eine in-
trazellulare Umverteilung des CapG-Proteins begiinstigen.

Die zelluliren Wirkungen der Ostrogene werden in zellkern- und mem-
braninitiierte eingeteilt. Die zellkerninitiierte Primérantwort wird nach etwa
30 Minuten wirksam und beinhaltet die direkte Aktivierung einer kleinen An-
zahl spezifischer Gene. Die Proteinprodukte dieser Gene aktivieren wieder-
um andere Gene. Dies ist die verzogerte, zellkerninitiierte Sekundarantwort
[118]. Membraninitiierte zellulare Wirkungen sind hingegen innerhalb einiger
Sekunden nachweisbar: beispielsweise als Anstieg des intrazelluliren Ca?*
c¢AMP und IP;. Diese Wirkungen der Ostrogene werden durch membranére
Ostrogenrezeptoren ausgeldst.

Die membraniren Ostrogenrezeptoren sind entweder selbst transmem-
braniire Molekiile oder {iber Ankerproteine membranassoziiert. Da die Ostro-
genrezeptoren keine intrinsische Kinaseaktivitit besitzen, wird angenommen,
sie seien zentraler Teil eines membranédren Signalkomplexes, der in der La-
ge ist, viele verschiedene intrazelluldre Signalkaskaden zu aktivieren. Mogli-
che Molekiile dieser Komplexe sind u.a. G-Proteine (wie Gai), das Hitze-



KAPITEL 4. ERGEBNISSE 110

schock Protein 90 (HSP90), Kaveolin-1, Matrixmetalloproteinasen (MMP)
und c-Src. Beispiele nachgeschalteter Signalkaskaden sind die MAP-Kinase,
der PI3-K/Akt-Signalweg, G-Protein-gekoppelte second messenger Systeme
und die Aktivierung des EGF-Rezeptors [119, 120].

Aus diesen Beispielen sind als mogliche Mediatoren des beschleunigten
CapG-Zellkernimports die Nicht-Rezeptor-Tyrosinkinase c-Src und die Pls-
Kinase hervorzuheben. Eine der c-Src-Kinasen wurde als mogliche Verant-
wortliche der CapG-Phosphorylierung beschrieben [12]. Eine verstérkte Phos-
phorylierung des CapG-Proteins kénnte mit der bevorzugten Kompartimen-
tierung im Zellkern einhergehen [11]. Die andere genannte Kinase, die PI3-
K, generiert unter anderem PIP,, welches an CapG gebunden dessen Affi-
nitdt zu B-Aktin vermindert und so CapG-Molekiile aus dem membrannahen
Aktingeflecht freisetzt und einer intrazelluliren Umverteilung zugunsten des
Zellkerns zugénglich macht. Aulerdem soll PI P, die Phosphorylierungsakti-
vitdt der Nicht-Rezeptor-Tyrosinkinase c-Src stark fordern [12], wodurch die
Signalwege der c-Src und der PI3-K miteinander verkniipft sein konnten.

In weiteren FRAP-Experimenten mit nicht-membrangéingigem FE,f3, se-
lektiven Inhibitoren einzelner Signalwege und Brustepithelzellen, die den
Ostrogenrezeptor stark exprimieren, mag eine weitere funktionelle Charak-
terisierung des ostrogenstimulierten CapG-Transports gelingen.

EGF stimuliert den Zellkernimport des CapG-eGFP

Da eine nachgeschaltete Signalkaskade des stimulierten membranassoziierten
Ostrogenrezeptors die Aktivierung des EGF-Rezeptors einschlieft [119, 121]
und da nach neueren Berichten eine gegenseitige Beeinflussung von Ostrogen-
und EGF-Rezeptoren durchaus moglich ist [122, 123], wurde versucht, den
Zellkernimport des CapG-eGFP auch mit humanem EGF zu stimulieren. So
sollte der Mechanismus des CapG-Zellkernimports weitergehend charakteri-
siert werden.

Die Wirkung unterschiedlicher Konzentrationen des humanen rekombi-
nanten EGF auf den CapG-Transport von Mammakarzinomzellen wurde ge-
testet, der Zellkernimport des CapG-eGFP in derselben MDA-MB-231-Zelle
vor und nach EGF-Applikation mit FRAP bestimmt.

Die Stimulation der Mammakarzinomzellen mit EGF in einer Endkonzen-
tration von etwa 20 - 120 ng/ml zeigte so gut wie keine Wirkung, wohingegen
EGF in einer Endkonzentration von nahezu 200 ng/ml bei zwei der unter-
suchten vier MDA-MB-231-Zellen nach 8 min den Zellkernimport deutlich
steigerte (Abb. 4.41). Die anderen beiden MDA-MB-231-Zellen wurden hin-
gegen nur schwach bis gar nicht stimuliert (Abb. 4.42).

Sicher sind Messungen einer grofleren Anzahl Zellen erforderlich. Doch
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Abbildung 4.41: Recovery-Profile einzelner Zellen vor und 8 Minuten nach
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konnen die hier gezeigten Daten einen ersten Hinweis geben, dafl der epider-
male Wachstumsfaktor tatséchlich die intrazellulidre Verteilung des CapG be-
einflufit. Dariiberhinaus scheint es mdéglich, aus dem Vergleich mit der doku-
mentierten Ostrogenstimulation Unterschiede der jeweils zugrundeliegenden
Mechanismen abzuleiten. Die Stimulation des CapG-Zellkernimports scheint
durch EGF weniger sicher auslésbar als durch Es3. Beobachtungen des wei-
teren Zeitverlaufs nach EGF- respektive Ostrogenstimulation mogen Vermu-
tungen iiber unterschiedliche Stimulationsmechanismen auflerdem stiitzen.
Bei den Zellen, die durch EGF nach 8 Minuten eine deutliche Steigerung des
Zellkernimports zeigten, nimmt dieser Import nach 30 Minuten weiter zu, um
dann auch nach 52 Minuten stabil stimuliert zu bleiben. Bei 6strogenstimu-
lierten Zellen ist dahingegen bereits nach 30 Minuten keine weitere oder kaum
eine weitere Steigerung des CapG-Transports festzustellen (s. Abb. 4.43 und
4.44).

Durch den hier beschriebenen FRAP-Ansatz war es moglich, die intrazel-
luldre Mobilitat des CapG-eGFP zu charkterisieren. Es gelang, Unterschiede
der CapG-Mobilitdt in normalen und tumordsen Brustepithelzellen in vivo
aufzuzeigen. Zudem konnte die CapG-Kinetik in lebenden Zellen durch ver-
schiedene Agenzien modifiziert und zugrundeliegende Mechanismen konnten
so eingegrenzt werden.
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Abbildung 4.43: Beobachtung des recovery-Prozesses einzelner Zellen 8, 30
und 52 Minuten nach EGF-Applikation: Der Zellkernimport des CapG-eGFP
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Diskussion

Die vorliegende Arbeit stellt Untersuchungen an lebenden Zellen in den Mit-
telpunkt. Normale und tumordse Brustepithelzellen sollten betrachtet wer-
den.

Durch die Fluoreszenzmarkierung eines zelleigenen Proteins gelang es, die
Dynamik zelluldrer Prozesse sichtbar zu machen und die Kinetik makromo-
lekularer Abldufe zu analysieren. Unterschiede der intrazelluliren Mobilitét
dieses fluoreszenzmarkierten zelleigenen Proteins in neoplastischen und in
nichtneoplastischen Brustepithelzellen konnten aufgezeigt werden, so dafl ei-
ne Differenzierung normaler und entarteter Zellen anhand der Kinetikanalyse
eines zelleigenen Proteins in vivo moéglich erscheint.

Das untersuchte Modellsystem

Zur Fluoreszenzmarkierung wurde in dieser Arbeit das CapG-Protein, ein
Aktin-bindendes Protein der Gelsolinfamilie, gewéhlt; als zelluldres Modell-
system diente eine nichtneoplastische, dem normalen Brustepithel &hnliche
Zellinie, die MCF-12A, und eine neoplastische, hochinvasive und stark me-
tastasierende Mammakarzinomzellinie, die MDA-MB-231.

AnlaB, das CapG-Protein in der vorliegenden Arbeit zu untersuchen,
waren Expressionsanalysen, die CapG in invasiv duktalen Mammakarzino-
men und insbesondere in metastasierenden Mammakarzinomen {iiberexpri-
miert zeigen, und Berichte der Literatur, das CapG-Protein sei als Gelsolin-
verwandtes Aktin-bindendes Protein an der Modulierung des Zytoskeletts
und damit an der Beweglichkeitssteuerung nichtmuskulédrer Zellen beteiligt,
seine verstéirkte Expression stehe urséchlich in Zusammenhang mit der Be-
weglichkeitszunahme benigner Zellen und fordere eventuell auch bei malignen
Zellen Motilitat, Invasivitat und Metastasierung. Als moglicher Mechanismus
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dieser motilitatsfordernden Wirkung ist eine verstéirkte Modulierbarkeit des
Zellskeletts anzunehmen und damit eine bessere Verformbarkeit der ganzen
Zelle als Voraussetzung, sich aus dem epithelialen Verband zu l6sen und durch
Basalmembranporen und Geflechte extrazelluldrer Matrix zu schliipfen.

Das zelluldre System wurde gewahlt, da die MCF-12A, wenn auch immor-
talisiert, dem normalen Brustepithel sehr d&hnlich sind und die MDA-MB-231
nahezu modellhaft fiir metastasierungsfihige Brustkrebszellen zu sein schei-
nen: Die MDA-MB-231-Zellen wurden urspriinglich aus einer pleuralen Me-
tastase eines niedrig differenzierten Adenokarzinoms der Mamma isoliert.
Durch den Metastasierungsprozel werden Karzinomzellen klonal selektio-
niert. Die Heterogenitét, die Primartumore kennzeichnet, stellt wohl kein
Charakteristikum metastasierter Zellen dar. Als Hinweise, daf§ die MDA-
MB-231 auch als Zellinie ihre F&higkeit, invasiv zu wachsen und zu meta-
stasieren, nicht verloren haben, kénnen folgende Beobachtungen dienen: Die
MDA-MB-231 bilden in immundefizienten Nacktmausen und in ALS (Anti-
Lymphozytenserum) behandelten BALB/c-Méusen Geschwulste; sie zeigen
im Matrigel-Invasionsassay hohe Invasivitéit. In den MDA-MB-231 wurden
die hochsten Expressionslevel des CapG-Proteins der bisher untersuchten
Mammakarzinomzellinien detektiert.

Da also die gewéhlten Zellinien als modellhaft gelten konnen, scheint
es moglich zu sein, registrierte Unterschiede in Verteilung und Kinetik des
CapG-Proteins als kennzeichnend fiir normale und hoch metastasierende
Brustepithelzellen anzunehmen und Korrelationen zwischen Malignitét, Inva-
sivitdt und Metastasierungsfiahigkeit und definierten kinetischen Eigenschaf-
ten des CapG-Proteins abzuleiten.

Fluoreszenzmarkierung des CapG-Proteins

Voraussetzung, das CapG-Protein und eventuelle Interaktionspartner in der
lebenden Zelle sichtbar machen und die Kinetik dieser Proteine analysieren
zu konnen, ist die spezifische Kopplung mit autofluoreszierenden Proteinen.
Dazu wird die genetische Information entsprechender Proteine fusioniert. Mit
diesen DNA-Konstrukten transfizierte Zellen exprimieren neben dem zellei-
genen das fluoreszenzmarkierte Protein.

Es bleibt in jedem Fall zu priifen, ob solch eine Kopplung die Funktion
des jeweils untersuchten Proteins verdndert. Hierbei kann die Lokalisation des
Proteins in der Zelle einen ersten Anhalt geben; auflerdem sollten bekannte
Teilfunktionen des Proteins in vitro oder in vivo getestet werden.

Die beobachtete Lokalisation des CapG-eGFP-Fusionsproteins in der le-
benden Zelle pait gut zu Berichten von Lokalisationsstudien fixierter Zellen,
biochemischen Fraktionierungen und Analysen eventueller Transportsequen-
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zen des Proteins. Das CapG-eGFP ist diffus im Zellkern und im Zytoplasma
lokalisiert.

Da die Zielsetzung dieser Arbeit die Lebendzellanalyse war, wurde als
Funktionstest nicht ein In-vitro-, sondern ein In-vivo-Assay gewéhlt, der
Matrigel-Invasionsassay. Die Anwendung des Invasionsassays im Rahmen die-
ser Arbeit griindet auf der Annahme, CapG-Expressionslevel und Invasivitét
und Metastasierungsfihigkeit von Brustkrebszellen seien kausal miteinander
verkniipft. Die Zellen, die eine kiinstliche Basalmembran durchwanderten,
wurden gezahlt. So konnte bestétigt werden, dafl die Modellvorstellung ei-
ner nichtneoplastischen und nichtinvasiven Zellinie und einer neoplastischen,
invasiven und stark metastasierenden Zellinie auch dann gilt, wenn beide
Zelltypen das CapG-eGFP-Fusionsprotein exprimieren: CapG-eGFP expri-
mierende wie native MCF-12A waren in diesem Assay nicht invasiv!, CapG-
eGFP exprimierende MDA-MB-231 hingegen wurden in ihrer Invasivitéit
nicht beeintrachtigt, sie waren den nativen MDA-MB-231 vergleichbar in-
vasiv.

Der durchgefiihrte CapG-knockdown in den Mammakarzinomzellen macht
tatsdchlich einen kausalen Zusammenhang von CapG-Expressionslevel und
Invasivitdt und letztlich Metastasierungsfdhigkeit wahrscheinlich. Wurden
CapG-eGFP exprimierende MDA-MB-231 mit siRNA gegen CapG behan-
delt, wanderten nur noch einige wenige Zellen durch die kiinstliche Basal-
membran des Invasionsassays.

Lokalisationsstudien

CapG-eGFP exprimierende Zellen wurden mit unterschiedlichen mikroskopi-
schen Verfahren verschiedener Auflosungsfahigkeit betrachtet. Mit einzelnen
Aufnahmen wurde die statische Lokalisation des Proteins in der lebenden
Zelle zu einem Zeitpunkt sichtbar gemacht, mit Zeitrafferaufnahmen die dy-
namische Verteilung iiber die Zeit.

Kolokalisationsstudien

Durch entsprechend andersfarbige Fluoreszenzmarkierung konnten das hu-
mane 3-Aktin, der angenommene Hauptinteraktionspartner des CapG, und
der namensgebende Vertreter dieser Gruppe Aktin-bindender Proteine, das
Gelsolin, in derselben lebenden Zelle beobachtet werden wie das CapG selbst.

!Diese Beobachtung erscheint wichtig, da es Berichte gibt, CapG-eGFP triggere Inva-
sivitdt benigner Zellen. In den dort geschilderten Beobachtungen wird allerdings eher eine
vermehrte Motilitdt und weniger eine eigentliche Invasivitét, also ein Durchdringen von
Basalmembranen, beschrieben.



KAPITEL 5. DISKUSSION 117

Da aber die Auflésung derartiger Kolokalisationsstudien, die auf mikrosko-
pischen Bildern basieren, auf etwa 200 nm begrenzt ist, ist auch die Aussa-
gekraft solcher Untersuchungen nur sehr eingeschrankt.

Eine Kolokalisation des CapG und des [-Aktin ist so nur sehr schwer
nachzuweisen, eine Assoziation des CapG mit Strefifasern oder auch eine Ak-
kumulation in der , leading edge* nur unsicher. Das CapG scheint viel diffuser
im Zytoplasma verteilt zu sein. Dies weist auf die Moglichkeit, das CapG as-
soziiere weniger mit den strukturbildenden Aktinanteilen, sondern eher mit
diffusiblen monomeren oder kurzen, oligomeren Aktinmolekiilen oder aber
dariiberhinaus mit noch ganz anderen Interaktionspartnern.

Studien gesamtzellulirer Dynamik

Da das CapG als ubiquitéres zytoplasmatisches und nukleéres Protein fluo-
reszenzmarkiert nahezu die gesamte Zelle einfarbt, konnten Motilitatsprozes-
se wie Migration und Invasivitdt gut zur Anschauung gebracht werden. Die
Wandlung des Phéanotyps karzinomatoser Zellen wahrend des Invasionspro-
zesses von fibroblastendhnlichen Zellen zu amoboid erscheinenden, und die
anschlieffende erneute Polarisierung zur fibroblastenédhnlichen Zelle waren gut
zu beobachten.

Dieser Wandel von der epithelial polarisierten Zelle hin zu der fibro-
blastendhnlichen, noch zum Teil polarisierten neoplastischen Zelle bis zur
vollstédndig unpolarisierten hochmotilen und -aggressiven Karzinomzelle wird
theoretisch als epithelial-mesenchymaler Ubergang gefafit. Der amoboide Fort-
bewegungstyp von Brustkrebszellen wurde bisher in vitro induziert durch
Matrixmetalloproteinase-Inhibitoren und dichtes Kollagennetzwerk bzw. in
vivo im Mausmodell beschrieben.

Kinetikanalyse

Mit spektroskopischen Techniken gelang es, die Dynamik des CapG-eGFP im
Zytoplasma und im Zellkern lebender Karzinomzellen in Zeitskalen verschie-
dener Groflenordnungen, d.h. von Mikrosekunden bis zu mehreren Minuten,
zu charakterisieren. Die Kinetik des Zellkernimports und der im Zellkern
immobilisierte Anteil des Proteins wurden dariiberhinaus in neoplastischen
und nichtneoplastischen Zellen verglichen. Deutliche Unterschiede konnten
aufgezeigt werden.

Das CapG-eGFP liegt in der Zelle offenbar monomer vor, ein Teil ist frei
diffusibel. Die Geschwindigkeit der Diffusion dieses CapG-Anteils wird vor
allem durch seine molekulare Gréfle und die Temperatur und Viskositét des
umgebenden Zellmilieus bestimmt. Die gemessene Diffusionszeit entspricht
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in etwa dem, was aus dem Vergleich mit dem Molekulargewicht und der
beobachteten Diffusionszeit des inerten eGFP zu erwarten ist.

Ein anderer Teil des Proteins ist in den beiden Zellkompartimenten Zell-
kern und Zytoplasma in seiner Diffusion um etwa den Faktor 100 verlang-
samt. Dieser Teil benttigt etwa 100 msec um in der Zelle eine Strecke von
einem Mikrometer zuriickzulegen. Die Ursache dieser verminderten Mobi-
litdt kann aus der Analyse der Kinetik nur vermutet werden. Das Protein
konnte beispielsweise voriibergehend an mobile oder weitgehend immobile
Interaktionspartner binden - wie etwa an Aktin in unterschiedlich stark po-
lymerisierter Form. Diese relativ langsam diffundierende Proteinfraktion ist
hinsichtlich Diffusionsgeschwindigkeit und prozentualem Anteil im Zellkern
und im Zytoplasma verschieden: Im Zellkern zeigt sich ein gréflerer Anteil
des Proteins in der Diffusion verlangsamt, dieser bewegt sich jedoch etwas
schneller als die entsprechende Proteinfraktion im Zytoplasma. Das deutet
auf eine unterschiedliche Art voriibergehender Bindung des CapG-eGFP bzw.
auf unterschiedliche Interaktionspartner im Zytoplasma und im Zellkern.

Das CapG-eGFP scheint im Zellkern karzinomatoser Brustepithelzellen,
nahezu ausschliellich transient in der Groflenordnung von Millisekunden an
Interaktionspartner gebunden zu sein. Der Anteil des Proteins, der iiber meh-
rere Sekunden bis Minuten im Zellkern immobilisiert ist, ist vernachléassigbar
klein: Wird im Zellkern ein diffraktionslimitierter Punkt von etwa 0,5 pym
im lateralen Durchmesser beleuchtet, ist innerhalb einiger Sekunden der ge-
samte Zellkern homogen entfarbt. Das Fusionsprotein des Zellkerns bewegt
sich innerhalb dieser Zeit durch den Fokus und wird gebleicht. Betrachtet
man anschlieBend die Aufnahme des fluoreszierenden Proteins aus dem Zy-
toplasma, zeigt sich die Erholung der Fluoreszenz im Zellkern innerhalb von
Minuten homogen und nahezu vollsténdig.

Innerhalb des Kompartiments Zellkern bewegt sich das Protein also ziem-
lich rasch. Wenig bis gar nichts des CapG-eGFP ist hier dauerhaft immobili-
siert. Die Zellkernhiille jedoch stellt eine deutliche Diffusionsbarriere zwischen
den beiden Kompartimenten Zellkern und Zytoplasma dar. Der Transport
des CapG-eGFP-Proteins aus dem Zytoplasma in den Zellkern dauert viele
hundert Sekunden.

Ein allgemeines Modell der Zellkernarchitektur hilft, die detektierte ra-
sche Verteilung des CapG-eGFP innerhalb des Zellkerns von Brustkrebszel-
len biologisch sinnvoll einzuordnen. Dieses Modell postuliert, die funktionel-
le Zellkernarchitektur griinde auf Diffusionsprozessen. Ein Zusammentreffen
interagierender Proteine sei durch Diffusion, Affinitdt und Konzentration be-
dingt. So hat ein sich schnell bewegendes Protein eine hohere Chance, Inter-
aktionspartner zu treffen und nachgeschaltete molekulare Abldufe in Gang
zu bringen.
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Uber Funktion und Interaktionspartner des CapG-Proteins im Zellkern
ist allerdings wenig bekannt. Ein méglicher Interaktionspartner auch im Zell-
kern ist das -Aktin nichtmuskuldrer Zellen. Es mehren sich die Berichte, daf3
dieses urspriinglich rein zytoplasmatisch geglaubte Zytoskelettprotein auch
im Zellkern lokalisiert ist und eine wichtige Rolle bei Transkriptionsprozes-
sen iibernimmt. Entsprechend wird nun héufig auch von nukledren Aktin-
bindenden Proteinen gesprochen. Es ist moglich, dafi dem CapG als einzigem
Aktin-bindenden Protein der Gelsolinfamilie, das im Zellkern akkumuliert,
dabei besondere Bedeutung zukommt. Offen ist, ob die nukledren Aktin-
bindenden Proteine im Zellkern {iberwiegend mit $-Aktin interagieren oder
ob hier andere Interaktionspartner wichtiger sind.

CapG-Mobilitéit in nichtneoplastischen und in neoplastischen Brust-
epithelzellen

Der Zellkernimport und die im Zellkern immobilisierte Fraktion des CapG-
eGFP wurden in nichtneoplastischen und neoplastischen Brustepithelzellen
verglichen. Deutliche Unterschiede konnten aufgezeigt werden. Das CapG-
eGFP wird in den neoplastischen Zellen sehr viel schneller in den Zellkern
transportiert und ist dort weit weniger immobilisiert als in den nichtneopla-
stischen Zellen.

Da die beiden untersuchten Brustepithelzellinien modellhaft ausgewéahlt
wurden und da verschiedene Berichte gerade dem Zellkernanteil des CapG
besondere Bedeutung fiir den Motilitdtszugewinn benigner Zellen und fiir
die gesteigerte Aggressivitat maligner Zellen beimessen, mag es moglich sein,
die gefundenen Kinetikunterschiede als kennzeichnend fiir normale und tu-
morose Brustepithelzellen anzunehmen, Korrelationen abzuleiten und einen
kausalen Zusammenhang zwischen dem Grad intrazellularer CapG-Mobilitét
auf der einen und der Invasivitit und der Metastasierungsfahigkeit der unter-
suchten Tumorzellen auf der anderen Seite zu vermuten. Ob die genannten
Korrelationen tatséchlich auch in anderen Zelltypen gelten, werden weitere
Untersuchungen zeigen.

Mechanismen gesteigerter CapG-Mobilitat

Die Methoden der Kinetikanalyse wurden genutzt, Umsténde zu definieren,
die die intrazellulire Mobilitdt des CapG-eGFP-Proteins in Mammakarzi-
nomzellen modifizieren.

Durch metabolische Depletion der Zelle wird der Zellkernimport verlang-
samt und durch Wiederauftiillen der Energiespeicher erneut beschleunigt. Die
dargestellte Energieabhéngigkeit des CapG-eGFP-Transports 148t sich gut
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mit der Grole des Proteins, die einen rein passiven Prozefl unwahrscheinlich
macht, und mit publizierten In-vitro-Experimenten vereinbaren.

Ostradiol-8 und auch der humane epidermale Wachstumsfaktor beschleu-
nigen den Zellkernimport des CapG-eGFP in Mammakarzinomzellen. Unter-
schiede in der Dynamik der Importbeschleunigung zeichnen sich ab, so daf} di-
stinkte Mechanismen der Stimulation anzunehmen sind. Diese Mechanismen
weiter zu charakterisieren und zu kléren, ob ein ursdchlicher Zusammenhang
zwischen der Stimulation intrazelluldrer CapG-Mobilitdt durch diese beiden
Substanzen und der Aggressivitéit der untersuchten Brustkrebszellen besteht
und ob es auf diese Weise gar gelingt, einzelne besonders aggressive Zellen
innerhalb eines heterogenen Tumorverbands zu erkennen, bleibt Gegenstand
weiterer Untersuchungen.

In der hier vorliegenden Arbeit gelang es, einen kausalen Zusammenhang
zwischen CapG-Expression und gesteigerter Motilitdt auch fiir Karzinom-
zellen bzw. speziell fiir Mammakarzinomzellen wahrscheinlich zu machen.
Durch die Fluoreszenzmarkierung des CapG-Proteins in Mammakarzinom-
zellen konnten zelluldre Mechanismen gesteigerter Beweglichkeit wie Chemo-
taxis und Invasivitdt zur Anschauung gebracht werden. Dariiberhinaus war es
moglich, die intrazelluldre Dynamik des CapG-Proteins sichtbar zu machen
und zugrundeliegende Mechanismen zu umreiflen. Unterschiede der intra-
zelluldren CapG-Mobilitdt in modellhaft gewédhlten nichtneoplastischen und
neoplastischen Brustepithelzellinien konnten beschrieben werden, so dafl eine
Differenzierung von Tumorzellen hinsichtlich ihrer Invasivitdt und letztlich
ihrer Metastasierungsfiahigkeit anhand der Kinetikanalyse des CapG-Proteins
in einzelnen lebenden Zellen moglich erscheint.

Ob sich die Kinetikanalyse des CapG-Proteins tatsiachlich etablieren wird,
miissen weitere Untersuchungen zeigen. Es war Ziel der vorliegenden Arbeit,
ein Beispiel zu liefern, dafl solch eine Kinetikanalyse lebender Tumorzellen
prinzipiell moglich ist und daf diese tatséchlich auch signifikante Unterschie-
de gegeniiber entsprechenden normalen Zellen detektiert.



Anhang A

Materialliste

Produkt

Firma

DNA-MW-Marker; 1 kbp
DNA-MW-Marker; 100 bp
NucleoSpin® Extract und Plasmid
Nucleobond® AX

Restriktionsenzyme

CapG human, FLC

Gelsolin human, FLC
(-Aktin human, FLC
mCherry
pSVeGFP
pSVmRFP
pEGFP
QuikChange® Multi,
Site-Directed Mutagenesis Kit
XL10-Gold® Ultracompetent Cells
MCF-12A (CRL-10782)
MDA-MB-231 (HTB-26)
RPMI 1640 ohne Phenolrot
fetales Pferdeserum
Hydrocortison
Insulin, bovin
EGF, rekombinant
Choleratoxin (Vibrio cholerae)
DMEM ohne Phenolrot

Fermentas GmbH
Fermentas GmbH
Macherey-Nagel
Macherey-Nagel
Fermentas GmbH und Biolabs Inc.
onkologisches Labor der Universitéts-

frauenklinik Diisseldorf
RZPD

Tsien Lab
Clontech
Clontech
Clontech

Stratagene

Stratagene
ATCC
ATCC

GIBCO
GIBCO
Sigma
Sigma
Sigma
Sigma
GIBCO
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Produkt Firma
fetales Kélberserum GIBCO
Glutaminsédure
Hepes Sigma
TransFectin " Biorad
Lipofectamin" 2000 Invitrogen
FuGene® HD Roche Diagnostics
HiPerFect" Qiagen
BD BioCoat" Matrigel " Invasion BD Biosciences
Chamber
Toluidinblau Sigma
175-Ostradiol Calbiochem
Na-azid Merck
2-Deoxy-glukose Sigma
Silencer® predesigned siRNA Ambion
gekammerte Deckglaser Nunc
p-Slide I, ibiTreat ibidi
BioDocAnalyzer Biometra
T3-Thermocycler Biometra

Fluoreszenzfluktuationsmikroskop

Nikon C1Si

Nikon TIRF-Mikroskop

Perkin Elmer Ultra-View,

Spinning-disc Mikroskop

Olympus CK40

TOKAI HIT 37°chamber

Zeiss LSM

ImageJ
Kaleidagraph®
Huygens® Essential
QuickFit

Abteilung Prof. Dr. Langowski
Nikon Imaging Center
Nikon Imaging Center
Nikon Imaging Center

Abteilung Prof. Dr. Langowski
Tokai
Abteilung Prof. Dr. Damjanovich,
Debrecen

NIH
Synergy Software
Scientific Volume Imaging
Abteilung Prof. Dr. Langowski



Anhang B

Liste der verwendeten Primer

Primername

Sequenz

CapG fwd EcoRI
CapG rev Sacll

mCherry fwd Agel
mCherry rev Notl
ACTB fwd EcoRI
ACTB rev Sacll
Gsn fwd EcoRI
Gsn rev Sacll
rescue 10291
rescue 10386

rescue 10473

TCG AGC TCA AGC TTC GAA TTC GGC
TAA TAA CCG CGG TTT CCA GTC CTT
GAA AAATT
A AAT TAA CCG GTA ATG GTG AGC
AAG GGC GAG GAG
TA AAT AGC GGC CGC TTA CTT GTA
CAG CTC GTC CAT
AAA TTA GAA TTC ATG GAT GAT GAT
ATC GCC GCG CTC G
AT AAT CCG CGG CTA GAA GCA TTT
GCG GTG GA
AAA TTA GAA TTC ATG GTG GTG GAA CAC
CCC GAG TTC CTC AAG GCA GGG AAG
ATA ATT CCG CGG GGC AGC CAG CTC
AGC CAT GGC CCT
TAC CAG GAA GGT GGT GTG GAG
TCA GCA TTT CAC AAG ACC
AAG GCC CAG GTG GAG ATT GTC
ACT GAT GGG GAG
CTG TAT AAG GTC TCT GAT GCC
ACT GGA CAG ATG AAC CTG
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Zusammenfassung

Das CapG-Protein. ein Aktin-bindendes Protein der Gelsolinfamilie. wird in
Mammakarzinomen, insbesondere in metastasierenden Mammakarzinomen,
iiberexprimiert. Es ist bekannt, dafi das CapG-Protein an der Kontrolle der
Aktin-basierten Motilitat nichtmuskuléarer Zellen beteiligt ist. Seine verstérk-
te Expression soll eine Steigerung der Motilitat benigner Zellen bedingen.
Somit ist zu erwarten, dafl in malignen Zellen. in denen das CapG-Protein
iberexprimiert ist, Motilitéit, Invasivitat und Metastasierung in besonderem
Mafle gefordert werden.

In dieser Arbeit gelang es nun, durch die Fluoreszenzmarkierung des
CapG-Proteins die Dynamik zelluldrer Prozesse wie Migration und Invasi-
vitéit zur Anschauung zu bringen und die Kinetik der intrazelluldrer Vertei-
lung des CapG-Proteins zu analysieren. Unterschiede der intrazelluldren Mo-
bilitat des CapG-Proteins zwischen nichtneoplastischen und neoplastischen
Brustepithelzellen konnten dargestellt, Korrelationen gesteigerter Tumorzell-
beweglichkeit und beschleunigter intrazellulirer CapG-Mobilitat aufgezeigt
und ein kausaler Zusammenhang zwischen CapG-Expression und -Verteilung
auf der einen und Invasivitit und Metastasierung auf der anderen Seite
wahrscheinlich gemacht werden, so daf} eine Differenzierung von Tumorzellen
durch die Kinetikanalyse einzelner lebender Zellen méglich erscheint.
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