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Abstract

The basis of this work lies in the analysis of membrane transport processes by adopting
the formerly developed Optical Single Transporter Recording. This fluorescence tech-
nique mainly uses isolated nuclear envelopes from Xenopus laevis oocytes, containing
nuclear pore complexes, which are attached on top of an array with well-defined cavi-
ties. Transport of added fluorescently labelled substrates into those cavities is monitored
by confocal microcopy. Additional improvements of this technique like surface coating,
which were achieved in this work, led to tighter adhesion of isolated nuclear membra-
nes on the array-surface. Furthermore several new materials were tested in terms of
membrane adhesion and optical properties enabling the production of arrays with much
smaller cavities and thus with a broader application spectrum. By analysing the passive
diffusion of GFP through nuclear pore complexes it was possible to determine the relativ
error of the technique, whereby two different rate constants can only be distinguished
properly from each other if they are doubled.

All those evaluating experiments finally opened the way to analyse cellular transport
processes on a substantiated basis. Arx1, a yeast protein, came into focus as former
experiments pointed towards a potential function in the nuclear export of pre60S ribo-
somal particles. Transport experiments, included in this work, could directly prove the
ability of Arx1 to shuttle between the nuclear and the cytoplasmic compartment wi-
thout any additional cofactor involvement. This underlines its export receptor function,
because only receptors, directly interacting with nuclear pore proteins, can overcome
the permeability barrier for proteins with molecular weights larger than 40 kDa. Finally
the establishment of a transport assay based on three different fluorescent dyes, made it
possible to investigate nucleocytoplasmic transport of retroviral RNA-substrates. Those
are recognised by the Rev-protein from HIV-1 through a specific secondary structure
called rev responsive element (RRE) and are exported out of the nucleus by utilizing
the cellular export machinery. The minimal system necessary for export of unspliced
retroviral RRE-RNAs could be identified by measurements on isolated nuclear envelo-
pes and included the Rev-protein as adaptor, the Crm1 as karyopherin and RanGTP
as major cofactor. RanGTP was not only essential for the transport process, but could
also block the diffusion from the cavities back into the nucleus. It therefore determined
the unidirectionality of Crm1 mediated RRE-RNA transport.
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Teil I.

Theoretischer Hintergrund

1





1. Einleitung

Ein Mensch bleibt weise, solange er
die Weisheit sucht, sobald er sie
gefunden zu haben wähnt, wird er
ein Narr

(Spruch aus dem Talmud)

Sowohl in Prokaryonten mit nur einem Kompartiment, als auch in den komplexeren
Eukaryonten (griech. eu - echt und karyon - Kern) mit einem Zellkern und mehreren
Kompartimenten werden vielfältige Membrantransportwege genutzt, um sich mit der
Umgebung auszutauschen oder um die Vorgänge in den einzelnen durch Membranen
abgetrennten Bereichen zu koordinieren. Aufgrund ihrer Funktionsweise lassen sich po-
lytope Membranproteine oder Membranproteinkomplexe in Transporter (Carrier) oder
Kanäle einteilen. Transporter, die sich im Gegensatz zu den Kanälen durch hohe Sub-
stratspezifität auszeichnen, erreichen durch eine bindungsinduzierte Konformationsän-
derung den Transport von der einen Seite der Membran auf die andere Seite. Kanäle
dagegen formen eine hydrophile Membranpore, die für Ionen und kleinere Moleküle ei-
ne erleichterte, energetisch günstige Passage durch die hydrophobe Lipiddoppelschicht
eröffnet. Folglich sind Kanäle weniger spezifisch als Transporter und besitzen nur eine
Ladungs- oder Größenselektivität. Jeder Membrantransport kostet Energie, die vom zel-
lulären System aufgebracht werden muss, um eine positive Energiebilanz (Gibbsenergie)
zu erreichen. Ein negativer Enthalpiebeitrag wird unter anderem dadurch geleistet, dass
zur Überwindung der hydrophoben Barriere die Hydrathülle der gelösten Stoffe abge-
legt werden muss. Gleichzeitig verringert sich für die transportierte Spezies die Anzahl
der zur Verfügung stehenden Freiheitsgrade und führt zu einer positiven Entropieände-
rung. Deshalb werden solche Transportvorgänge direkt oder indirekt an energieliefern-
de Prozesse, wie ATP-Hydrolyse (ABC-Transporter) oder elektrochemische Gradienten
(Na+/Glucose Symport) gekoppelt. Dabei spielt vor allem das zelluläre Prinzip des
Nichtgleichgewichts,22 in dem chemische Energie durch die asymtrische Verteilung von
Ionen und Molekülen gespeichert ist, eine wichtige Rolle. Denn ohne eine asymmetri-
sche Anordnung von Ionen, wie beispielsweise der Na+ oder K+ Ionengradient bei der
Nervenleitung oder von Proteinen, wie der RanGTP/RanGDP-Gradient beim nukleo-
cytoplasmatischen Transport, wären viele Transportvorgänge nicht denkbar.

Membrantransporter und Kanäle werden nicht nur von 20-30% aller Gene kodiert,33 son-
dern zeigen auch eine ubiquitäre Verteilung in vielen Zellen und Geweben, so dass sich
genetische Veränderungen besonders stark auswirken. Diese führen oftmals zu schweren
Erkrankungen. Bei der Zystischen Fibrose (Mukoviszidose), einer Erbkrankheit, werden
in Epithelzellen beispielsweise keine oder defekte Chloridionenakanäle gebildet, was zu
zähflüssigen Sekretabsonderungen der exokrinen Drüsen vieler Schleimhäute führt. So-
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1. Einleitung

gar bei der Alzheimer-Erkrankung, die durch Ablagerungen von Fibrillen der Amyloid-
peptide gekennzeichnet ist, wird ein hemmender Einfluss kleinerer Amyloid-β Peptide
auf Kaliumionenkanäle diskutiert.108 Poren in der Kernmembran, die den Stoffaustausch
vom Nukleus zum Cytoplasma ermöglichen, werden ursächlich mit einigen Leukämiefor-
men oder der primären biliären Zirrhose, einer Autoimmunerkrankung, in Verbindung
gebracht.16 Zudem müssen Membranbarrieren, sei es die Zellmembran oder die Kern-
membran, nicht nur von zellulären Substraten, sondern auch von Viren überwunden
werden.

Folglich sind Membrantransporter und Kanäle von großem pharmakologischen Inter-
esse, wie auch eine systematische Analyse aller auf dem Markt verfügbaren pharma-
kologischen Substrate ergab, wonach 13.4% aller Pharmaka an Ionenkanälen angrei-
fen.64 Werden die G-Protein gekoppelten Rezeptoren noch dazu gerechnet, die aufgrund
der Steuerung von Ionenkanälen indirekt auch am Membrantransport beteiligt sind,
so würde der Anteil sogar bei 40.4% liegen.64 Wegen ihrer hohen Hydrophobizität, ih-
rer Metastabilität und Komplexität können viele der Transporter und Kanäle bisher
weder in vitro rekonstituiert noch strukturell vollständig charakterisiert werden. Dies
erschwert sicherlich die Suche nach geeigneten Angriffspunkten für medikamentöse The-
rapien. Deshalb werden weiterhin proteinbiochemische und biophysikalische Methoden
die einzige Möglichkeit bleiben, die molekularen Transportmechanismen zu analysieren
und in vitro-Testsysteme für neue Pharmaka zu etablieren. In diesem Zusammenhang
leistet diese Arbeit einen wichtigen Beitrag zum besseren Verständnis des nukleocyto-
plasmatischen Transportes von ribosomalen Vorstufen (Kapitel [13.1]) und retroviralen
RNA-Substraten (Kapitel[14.4]).
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2. Der Kernporenkomplex

Die Verknüpfung des nukleären Bereichs, der vornehmlich an der Genregulation, Tran-
skription und Replikation beteiligt ist, mit dem cytoplasmatischen Bereich, der für die
Verteilung von Stoffen, Translation und Stoffwechsel zuständig ist, erfolgt über nur einen
einzigen zentralen Kanal, den Kernporenkomplex (NPC). Schon seit mehreren Jahrzehn-
ten fasziniert dieser nicht nur aufgrund seiner komplexen Struktur und enormen Größe
die Wissenschaft, sondern vor allem aufgrund seiner dualen Funktionsweise d.h. seiner
Porenfunktion einerseits und seiner hohen Selektivität ähnlich einem Transporter an-
dererseits. Trotz der Vielfalt an experimentellen Untersuchungsmethoden, die das Bild
über die Funktionsweise des NPCs wie ein Mosaik immer weiter ergänzten - es seien
hier nur einige wesentliche wie Elektronenmikroskopie,86 Cryoelektronentomographie,8
Einzelmolekül-Fluorezenzmethoden,61,109,117 4π-Mikroskopie,52 Einzeltransporteranaly-
se (OSTR)78,80,99,113 und verschiedene Transportassays genannt - wird die molekulare
Funktionsweise des Kernporenkomplexes weiterhin kontrovers diskutiert.

2.1. Struktur und Funktion des NPCs

Der Kernporenkomplex durchspannt mit seiner zentralen, wie eine Sanduhr geformten
Kanalpore die doppelte Lipidmembran der Kernhülle, deren äußere Membran in das
rauhe endoplasmatische Retikulum mit seinen zahlreichen Ribosomen übergeht und de-
ren innere Membran über ein filamentartiges Gerüst aus Laminen mit dem Chromatin
verankert wird.105 Wie in Abbildung [2.1,links] schematisch dargestellt, lässt sich der
NPC in drei wesentliche Struktur-Funktionsbereiche unterteilen, erstens in den cyto-
plasmatischen Bereich mit den Filamenten, zweitens in den zentralen Bereich mit den
cytoplasmatischen, lumenalen und nukleären Ringstrukturen, inklusive dem zentralen
Kanal und den verbindenden Speichen sowie drittens in den nukleären Bereich mit dem
distalen Ring und der Korbstruktur.

Bereits um 1960 wurde erstmals angenommen, dass der zentrale Kanal der Kernporen
im Querschnitt eine achtfache Rotationssymmetrie aufweist.29 Im Laufe der Jahrzehn-
te lieferten zahlreiche Verbesserungen bei der elektronenmikroskopischen Bildgebung
und der Einbettung der Proben immer bessere Bilder der Kernporen, wodurch sich die
achtfache Symmetrie bestätigen ließ.3,106 Die bisher beste Auflösung von 8-9 nm, im
Vergleich zu vorherigen Messungen mit etwa 12 nm Auflösung,106 erreichte M. Beck8 bei
kryoelektronenmikroskopischen Aufnahmen von Dictyostelium discoideum Kernen. Dort
wird die maximale horizontale Ausdehnung des Kernporenkomplexes im Bereich des cy-
toplasmatischen Rings mit 125 nm angegeben. Der innere Durchmesser des lumenalen
Rings von etwa 60 nm verkleinert sich durch die Korbstruktur auf der nukleären Seite
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2. Der Kernporenkomplex

Abb. 2.1.: Struktureller Aufbau des NPCs mit Verteilung der Nukleoporine
links: Strukturell unterscheidbare Bereiche des Kernporenkomplexes, Schema
übernommen aus T.U. Schwartz;97 rechts: Verteilung der Nukleoporine inner-
halb eines Vertebraten-NPCs, aus M. Suntharalingam, S.R. Wente110

bis auf 40 nm, dem Durchmesser des terminalen Rings.8 In lateraler Richtung erstreckt
sich der NPC ausgehend von gestreckten cytoplasmatischen Filamenten mit einer Länge
von etwa 50 nm106 und einer nukleären Korbstruktur von 60 nm8 Länge über insgesamt
etwa 160 nm.

Als effektiver Porendurchmesser wird derjenige innere Bereich der zentralen Pore de-
finiert, den kleinere Moleküle und Ionen bis zu einem Molekulargewicht von 40 kDa
etwa 3.1 nm (31 Å) ungehindert und passiv ohne zusätzliche Transportfaktoren passie-
ren können. Dieser liegt bei lediglich 5-10 nm.55,76,79 Der funktionale Durchmesser des
zentralen NPC-Kanals ergibt sich dagegen aus dem maximalen Durchmesser derjeni-
gen Komplexe, die unter Mitwirkung von Karyopherinen gerade noch durch den NPC
transportiert werden können. N. Pante verwendete zur Bestimmung des funktionalen
Durchmessers mit Kernlokalisationssequenzen (NLS) beschichtete Goldpartikel,77 die bis
zu einem Durchmesser von 39 nm durch die Kernporen transportiert wurden. Daneben
gibt es mehrere Hinweise darauf, dass sich dieser maximale Durchmesser je nach Trans-
portsubstrat durch ein Aufweiten des zentralen Rings noch vergrößert,57 wie spätere
Strukturuntersuchungen von I. Melcak72 bestätigten. Dort wurde aufgrund der struktu-
rell belegbaren hohen Flexibilität des tetrameren Nup58/45 Paares als Teil des zentralen
Rings auf eine Variation des NPC-Durchmessers geschlossen, woraus sich möglicherweise
eine Vergrößerung des Kanals um maximal 30 ◦A d.h. 3 nm ergibt.

Die Struktur des Kernporenkomplexes ist zwar innerhalb der Eukaryonten von Hefe
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bis über Vertebraten hoch konserviert, jedoch hinsichtlich Komplexität und Zusam-
mensetzung deutlich verschieden,84 denn mit einer Gesamtmasse von etwa 66MDa ist
der NPC aus Saccharomyces cerevisiae93 um die Hälfte kleiner als der etwa 125MDa
große NPC aus Xenopus laevis.86 Dabei können die Nukleoporine im Hinblick auf ihre
Verteilung innerhalb des Kernporenkomplexes in zwei Gruppen, die symmetrisch An-
geordneten und die asymetrisch Angeordneten unterteilt werden, von denen letztere
die strukturellen und funktionellen Unterschiede der cytoplasmatischen und nukleären
Regionen bedingen. Die Nukleoporinverteilung im Vertebraten-NPC in Abbildung [2.1,
rechts] verdeutlicht, dass Nup214, Nup88, Nup358 asymetrisch angeordnet sind und
ausschließlich im Bereich der cytoplasmatischen Filamente vorliegen. Sie übernehmen,
wie in den folgenden Abschnitten erläutert, wichtige Funktionen beim karyopherinver-
mittelten Exportprozess. Ebenfalls asymetrisch angeordnet sind die Bestandteile der
nukleären Korbstruktur, die vor allem aus dem Nukleoporin Tpr gebildet wird. Dazu
gehören die im Bereich des Korbes liegenden Nukleoporine Nup50 und Nup153, dessen
flexibles C-terminales Ende möglicherweise auch cytoplasmatisch vorkommen kann.6,60

Hingegen werden sowohl cytoplasmatischer als auch nukleärer Ring von denselben sym-
metrisch angeordneten Nukleoporinkomplexen gebildet und über das zentrale Nukleo-
porin Pom121 in der Membran verankert.

Einige dieser Nukleoporine, wie Nup62, Nup58 und Nup54 im zentralen Kanal oder bei-
spielsweise Nup358 in der Peripherie, besitzen als gemeinsames Strukturelement phe-
nylalaninreiche, hydrophobe Bereiche, sogenannte „FG-repeats“mit FxFG, GLFG und
PSFG Wiederholungsmotiven, die jeweils von hydrophilen Aminsosäureresten flankiert
bzw. getrennt werden. Im Zuge von CD- und FT-IR Spektroskopieuntersuchungen konn-
te deren native Sekundärstruktur als ungefaltet bestimmt werden,23 was bedeutet, dass
sie eine hohe Flexibilität, sowie große hydrodynamische Radien besitzen und somit re-
lativ weit, d.h. mehrere Nanometer, in das Innere des NPC-Kanals hineinragen. Dies
bewirkt, dass der bereits genannte effektive Porendurchmesser kleiner ist als der Durch-
messer der meisten zellulären Proteine, wodurch die Ausschlussgrenze des NPCs bei
etwa 40 kDa, entsprechend etwa leq 3.0 nm bei globulären Proteinen62 liegt. Neben ihrer
strukturgebenden Wirkung sind die FG-Regionen vor allem funktionell von Bedeutung,
da alle bisher bekannten Transportrezeptoren an diese Bereiche binden, wodurch der
Transport größerer Substrate erst ermöglicht wird. Trotzdem ließen sich ungefähr die
Hälfte aller phenylalaninreichen Sequenzen (von 5.5. MDa Gesamtmasse auf 2.5 MDa)
entfernen ohne die Funktionsweise des NPCs so stark zu beeinträchtigen, dass die ge-
testeten Saccharomyces cerevisiae Hefen nicht mehr lebensfähig waren.107

2.2. Modelle zur Beschreibung des NPC Transportmechanismus

Im Laufe jahrzehntelanger Forschungsaktivität zu Kernporenkomplexen wurden meh-
rere Modelle zum Transportmechanismus postuliert, von denen die vier häufigsten das
„Virtual Gating“-, das „Selective Phase“-, das „Affinity Gradient“- und schließlich das
„Reduktion of Dimensionality“Modell im Folgenden beschrieben werden. Jedes dieser
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Modelle unterscheidet sich vorwiegend hinsichtlich der Eigenschaften des Poreninne-
ren und somit auch hinsichtlich der Funktion der flexiblen ungefalteten FG-Regionen.
Neben diesen Unterschieden lassen sich drei übereinstimmende Eigenschaften des NPC-
Transportes angeben, die bisher als allgemeingültig akzeptiert sind. Dazu zählen:

1. Unidirektionalität

2. Energieabhängigkeit

3. Selektivität

Die Unidirektionalität des Transportes bezeichnet die Unfähigkeit zur sofortigen Umkehr
der Transportrichtung, da ein bereits transportierter Export- oder Importkomplex auf-
grund der stattfindenden Dissozation nicht auf demselben Weg wieder rücktransportiert
werden kann. Gleichzeitig sind alle aktiven Transportprozesse energieabhängig, da die
meisten Substrate gegen eine hohe zelluläre Proteinkonzentration transportiert und im
jeweiligen Kompartiment angereichert werden müssen. Die aus Stoffwechselvorgängen
stammende Energie wird dabei im GTP-bindenden Ranprotein gespeichert und steht in
Form eines RanGTP/GDP-Gradienten dem System zur Verfügung, wobei RanGTP im
Nukleoplasma und RanGDP im Cytoplasma lokalisiert ist. Die dritte Eigenschaft, die
Selektivität, wird erreicht, indem, wie oben bereits beschrieben, alle größeren Substra-
te, die nicht passiv durch die Pore diffundieren, nur dann transportiert werden, wenn
sie eine NLS oder NES als Markierung für die jeweiligen Transportrezeptoren enthalten.
Des Weiteren erreichen sogenannte Adapterproteine, die vor dem Translokationsvorgang
wirken, dass der Transport der jeweiligen Substrate, sei es Protein oder RNA, reguliert
und kontrolliert wird. Diese vorgelagerten Kontroll- und Regulationsprozesse erhöhen
damit auch die intrinsische Selektivität des Kernporenkomplexes.

2.2.1. „Selective Phase“

D. Görlich und K. Ribbeck formulierten 2001 zum ersten Mal das Modell der “Selective
Phase“.87,88 In Experimenten mit digitonisierten Zellen konnten sie zeigen, dass ein
NTF2-Dimer, ein kleiner, nur 29.5 kDa großer Transportrezeptor für Ran, zwar an die
FG Nukleoporine bindet, aber dennoch deutlich langsamer mit einer Translokationsrate
von 250Molekülen pro NPC pro Sekunde durch den Kanal diffundiert, als wenn dieser
nur mit einer wässrigen Lösung gefüllt wäre. Theoretisch läge die Translokationsrate für
einen wässrigen Kanal mit 40 nm Durchmesser bei 850Molekülen pro Pore pro Sekunde,
jeweils berechnet für ein gleich großes Protein und bei derselben Konzentrationsdifferenz
von 1µM.87

Ausgehend von dieser experimentellen Beobachtung schlossen D. Görlich und K. Rib-
beck auf ein homogenes Medium im Innern des zentralen NPC-Kanals, das wie ein Gel
die Geschwindigkeit von inerten Molekülen einer bestimmten Größe vollständig hemmt
und von bindenden Transportrezeptoren verlangsamt. Die siebartige Gelstruktur sollte
durch hydrophobe Wechselwirkungen zwischen gegenüberliegenden oder benachbarten
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FG-Sequenzen erzeugt werden, da diese aufgrund der erwähnten ungefalteten Sekundär-
struktur ausreichend flexibel sind, um solche Interaktionen einzugehen. Diese werden als
sehr schwach angesehen, mit Dissoziationskonstanten im millimolaren Bereich, da die
Konzentration der Phenylalanin-Glycin-Wiederholungen bei etwa 50mM liegt. Dem-
nach wäre es für einen Transportrezeptor durchaus möglich, mit seiner FG-bindenden
Domäne diese FG-FG Wechselwirkungen während der Diffusion durch den Kernporen-
komplex zu unterbrechen, so dass er in der gelartigen Phase gelöst wird, woraus sich
der Name dieses Modells ableitet. Dabei muss sich das Gel direkt hinter dem jeweili-
gen Transportsubstrat durch Ausbildung neuer FG-FG Interaktionen wieder schließen,
um zu verhindern, dass Substrate, die nicht transportkompetent sind, zusammen mit
den aktiv transportierten Proteinen durch den NPC schlüpfen. Genau darin liegt je-
doch die Schwäche dieses Modells, denn es erklärt nicht wie in einer Zelle trotz dieser
FG-Bindungen eine so hohe Anzahl an Proteinen, RNA-Protein Komplexen und Ri-
bosomen, transportiert werden kann. K. Ribbeck und D. Görlich selbst schätzen den
gesamten Massefluss pro NPC auf etwa 100MDa/s,87 während A.E. Smith aus einem
systemanalytischen Modell allein nur für das Ran-Protein einen bidirektionalen Fluss
von 260Molekülen pro NPC pro Sekunde102 berechnete.

Zwar sprechen D. Görlich und K. Ribbeck von einer hohen Dynamik der FG-FG Inter-
aktionen in einer Zeitskala von 100µs,24 erklären jedoch nicht, wie diese Vorstellung mit
einigen experimentellen Ergebnissen zu Translokationsraten und Bindungsaffinitäten ei-
niger Rezeptoren zu vereinbaren ist. Die Affinität vieler Karyopherine für FG-Sequenzen
liegt beispielsweise im nanomolaren Bereich.85,122 Sie müssten folglich bei einer nu-
kleären Konzentration im mikromolaren Bereich vollständig gesättigt sein. Gleichzei-
tig liegen die höchsten experimentell bestimmten molekularen Flussraten bei mehreren
100Molekülen pro NPC pro Sekunde,87,100 so dass von parallelen Transportprozessen
ausgegangen werden muss. Deshalb haben S. Frey und D. Görlich nach Experimenten
mit einem Hydrogel aus einem rekombinant hergestelltem Nsp1 Nukleoporin36 ihr Mo-
dell so angepasst, dass Translokationszeiten von 10ms für Importin-β-Cargo Komplexe
möglich werden. Dafür müssen die Transportrezeptoren über eine assoziierte Zwischen-
stufe mit niedrigerer Aktivierungsenergie die Auflösung der hydrophoben Phenylalanin-
Wechselwirkungen im Gel beschleunigen. Dies beantwortet jedoch nicht, wie angesichts
der hohen Transportleistung des NPCs hydrophobe FG-FG Interaktionen zur Ausbil-
dung eines Gels weiterhin aufrechterhalten werden können. Zudem erscheint die verwen-
dete Konzentration des Hydrogels von 26mg/ml aus FxFG-Domänen des Nsp1 relativ
hoch, denn in Saccharomyces cerevisiae konnte, wie bereits erwähnt, die Gesamtmasse
der FG-Bereiche teilweise fast um die Hälfte reduziert werden ohne Auswirkungen auf
die Vitalität der Zellen zu haben.107

2.2.2. „Virtual Gating“

Das Modell des „Virtual Gating“, auch bekannt als „Entropic Exclusion“, wurde von
M.P. Rout entwickelt92 und beruht im wesentlichen auf einer energetischen Betrachtung
des Translokationsmechanismus. Es wird davon ausgegangen, dass der NPC aufgrund
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Abb. 2.2.: Energieschema in Abhängigkeit der Reaktionskoordinate, hier NPC-Länge
dargestellt ist der Verlauf der freien Gibbs-Energie G, der Enthalpie H und der
Entropie TS links: inertes, nicht bindendes Protein; rechts: bindender Transport-
rezeptor (entnommen aus Rout M.P.92)

seines engen Kanals, der in hoher Dichte von FG-Schleifen durchzogen ist, nicht nur
wie eine meachanische, sondern auch wie eine energetische Barriere wirkt. Denn jedes
transportierte Molekül wird während der Translokation durch den NPC-Kanal in sei-
nen translatorischen Freiheitsgraden eingeschränkt. Dies führt gemäß der statistischen
Thermodynamik zu einer Reduktion der Entropie oder anders gesagt, Moleküle, die sich
durch den Kernporenkomplex bewegen müssen, zahlen einen energetischen Preis, der
mit der Größe des Moleküls ansteigt. Ist die Entropieänderung des isoliert betrachteten
Translokationssystems negativ, d.h. erniedrigt sich die Entropie während der Translo-
kation, so ergibt sich eine positive Gibbs-Energie, sofern sich die Enthalpie H als im
System zur Verfügung stehende Energie nicht ändert. Genau dieser Zustand wird für
ein passives Substrat erreicht, welches nicht mit den FG-Regionen interagiert, da in die-
sem Fall keine Bindungsenergie frei wird. Dagegen erreichen Transportrezeptoren durch
ihre Bindung an FG-Nukleoporine und der daraus folgenden Energiefreisetzung eine
negative Enthalpieänderung, so dass sich schließlich in summa die Gibbs-Energie im
isolierten System des NPC-Kanals stark erniedrigt und eine Translokation energetisch
begünstigt wird. Abbildung [2.2] verdeutlicht die beschriebene energetische Situation im
Kernporenkomplex in Abhängigkeit von der jeweiligen Molekülposition ausgehend vom
Eingang bis zum Ausgang der Pore.

Gleichzeitig spricht M.P. Rout in Anlehnung an enzymatische Reaktionen davon, dass
die Kernpore wie ein Katalysator funktioniert. Sie erniedrigt über Bildung eines soge-
nannten Translokationszwischenzustands die Aktivierungsenergie für die Bindung der
Transportrezeptoren an die FG-Nukleoporine. Diese Bindung darf jedoch nicht zu stark
ausfallen, um ein Abdissoziieren von den FG-Bereichen und somit eine Diffusion des
Transportrezeptors durch den NPC-Kanal zu ermöglichen. Ob in diesem Fall die frei-
gesetzte Bindungsenergie ausreicht, um den Entropieverlust auszugleichen, wird nicht
ausreichend geklärt. Ebensowenig wird berücksichtigt, dass eventuell auch die Hydrat-
hülle um den Transportrezeptor und das Substrat entfernt werden muss, sofern diese in
einer Umgebung mit sehr hoher Proteinkonzentration bzw. Moleküldichte und in An-
wesenheit von Ionen noch vorhanden ist. Später erweiterte R.Y.H. Lim67 das Modell,
indem er annahm, dass die FG-Regionen der Nukleoporine sich wie langkettige Poly-
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mere verhalten, die an einem Ende auf einer Oberfläche befestigt sind. Dies schloss er
aus Rasterkraftmessungen, die neben einer sterischen Abstoßung ein elastisches Ver-
halten zeigten, welches Polymeren mit einer „Polymer Brush“-Konformation d.h. einer
bürstenähnlichen Anordnung ähnelt. Denn der Abstand s zwischen zwei auf Gold immo-
bilisierten Nup153 Ketten war kleiner als der doppelte End-zu End Abstand, berechnet
aus der Kontour- und Persistenzlänge („Worm-like chain modell“), was dem Kriteri-
um für die „Polymer Brush“-Konformation entspricht. Gleichzeitig kollabierten diese
FG-Filamente von Nup153 nach Zugabe von Hexandiol und nach Temperaturerniedri-
gung, was bereits in vivo an Kernporenkomplexen beobachtete werden konnte, deren
Permeabilität nach Temperaturänderung und bei Zugabe von Alkoholen verändert wur-
de.67,88 Weitere Messungen mit Karyopherin-β1 (Importin-β) ergänzten dieses Modell,
wobei bereits bei 33 nM Karyopherin-β1 Konzentration die FG-Filamente von Nup153
zum Kollabieren brachten, so dass sich eine verdichtete Struktur bildete. Wie bereits er-
wähnt sollte der Kernporenkomplex bei einer zellulären Karyopherin-Konzentration im
mikromolaren Bereich, beispielsweise 3µM für Importin-β,89 und einem KD-Wert im
nanomolaren Bereich vollständig gesättigt sein. Demnach wäre keine „Polymer Brush“-
Konformation mehr möglich, da die gestreckten FG-Filamente zu einem dichteren Netz-
werk kollabiert wären.

2.2.3. „Affinity Gradient“

Das „Affinity Gradient“Modell entwickelte sich nach Experimenten von I. Ben-Efraim
und L. Gerace,10 die anhand von Bindungsstudien zeigen konnten, dass die Affinität
von Importin-β für Nukleoporine ausgehend von den Filamenten (Nup358) über den
zentralen Kanal (Nup62, Nup58, Nup54) bis zum nukleären Korb (Nup153) kontinu-
ierlich zunimmt. Die Dissoziationskonstanten wurden durch Titration immobilisierter
Nukleoporine mit steigenden Konzentrationen an Importin-β und anschließendem Elisa-
Antikörpertest bestimmt und stiegen von 210-225 nM über 100-105 nM bis auf 9 nM an.
Gebundene Transportrezeptoren, die überwiegend zur gleichen Strukturfamilie wie das
Importin-β gehören (siehe hierzu auch Abschnitt [4]) würden somit auf ihremWeg durch
den NPC von einer FG-Region mit niedriger Affinität zu einer benachbarten FG-Region
mit höherer Affinität weitergereicht. Weitere Experimente mit Karyopherin 95 (Kap95)
aus Saccharomyces cerevisiae bestätigen die Vorstellung eines Affinitätsgradienten in-
nerhalb des Kernporenkomplexes. Denn Kap95 als Importrezeptor zeigte eine um den
Faktor 4000 reduzierte Affinität für die Nukleoporine der cytoplasmatischen Filamente
im Vergleich zu den Nukleoporinen des nukleären Korbes.85 Trotz einiger Hinweise, die
diese Theorie stützen, widersprechen die bereits mehrfach genannten Experimente von
L.A. Strawn107 dem „Affinity Gradient“Modell. Hiernach sollen sich eine Vielzahl der
asymetrisch lokalisierten Nukleoporine an den Filamenten und im Bereich des Korbes
entfernen lassen, ohne dass sich dies auf die Vitalität der jeweiligen Hefen auswirkt.
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2.2.4. „Reduction of Dimensionality“

Das ROD-Modell („Reduction of Dimensionality“)79 von R. Peters trägt vielen der be-
reits genannten experimentellen Ergebnissen Rechnung, sowohl der theoretischen Sät-
tigung der FG-Nukleoporine mit Karyopherinen bei deren nanomolarer Bindungsaffi-
nität,85 als auch der großen Transportkapazität der NPCs und der hohen Translokati-
onsgeschwindigkeiten.87,100 Beispielsweise liegen die molekularen Flussraten für Ntf2 im
Bereich von 1500Dimeren pro NPC pro Sekunde79,100 bei einer Konzentrationsdifferenz
von 14.8µM, die im Vergleich zu den zellulären Konzentrationen als relativ gering an-
gesehen werden kann. Angesichts der hohen Dichte an FG-Regionen von mehreren tau-
send entlang des gesamten Kernporenkomplexes wird von einem mittleren Abstand von
etwa 3 nm ausgegangen.79 Die FG-Motive bilden sozusagen eine Art hydrophobe phe-
nylalaninreiche Oberfläche, auf der die Transportrezeptoren mit ihren FG-Bindestellen
entlang gleiten und dabei ständig an FG-Bereiche gebunden bleiben. Dies reduziert
die dreidimensionale Brownsche Molekularbewegung (Random-Walk) der Proteine in
Lösung um eine Dimension, so dass sich die Transportrezeptoren mit einem zweidi-
mensionalen „Random-Walk-Mechanismus“auf dieser Oberfläche entlang bewegen. Nach
diesem Modell würden die Transportrezeptoren im molekularen Sinne nicht unidirek-
tional d.h. nicht vorwiegend in eine Richtung durch den NPC wandern, sondern den
jeweiligen Ausgang des Kanals zufällig finden, wie auch bei A. Zilman122 angedeutet.
Mikroskopisch findet sozusagen eine ungerichtete zweidimensionale Diffusion auf der FG-
Oberfläche statt, die makroskopisch betrachtet aufgrund des nukleocytoplasmatischen
RanGTP/GDP Gradienten dennoch eine bevorzugte Richtung erhält. Denn ein im Nu-
kleus in Anwesenheit von RanGTP gebildeter Exportkomplex kann nur im Cytoplasma
durch die RanGAP-vermittelte GTP-Hydrolyse aufgelöst werden. Zudem bewirken ter-
minale hochaffine Bindestellen an den Ausläufern der FG-Oberfläche, wie z.B. das Nup1
am nukleären Korb ein Einfangen der zufällig diffundierenden Moleküle an einem der
Ausgänge. Wie die FG-Oberfläche genau aussieht, wird in diesem Modell nicht erklärt,
so dass durchaus eine Kombination aus Gel und Oberfläche denkbar wäre. Denn eine
stark verdichtete Oberfläche ohne die flexiblen ungefalteten FG-Regionen, die in den
Kanal ragen, würde den effektiven Porendurchmesser stark vergrößern und somit auch
die Ausschlussgrenze für den NPC verändern. Allerdings wird durch die Vorstellung ei-
ner FG-Oberfläche der Widerspruch bei einigen Transportexperimenten gelöst, dass ein
an die FG-Nukleoporine gebundenes Protein schneller den NPC durchquert als ein ver-
gleichbares inertes Protein. Beispielsweise konnte für ntf2, den Ran-Transporter mit zwei
Bindestellen für FG-Nukleoporine, eine um einen Faktor 125 erhöhte Translokationsrate
ermittelt werden, als für das fast gleich große, inerte GFP-Kontrollprotein.87

Trotz signifikanter Unterschiede haben alle Modelle Eines gemeinsam: Sie beschreiben
den nukleocytoplasmatischen Transport mit Hilfe einer statischen Vorstellung vom In-
nern des NPC-Kanals. Tatsächlich jedoch laufen in einer Zelle viele Vorgänge und Trans-
portprozesse parallel, so dass auch von einer hohen Dynamik innerhalb des NPC aus-
gegangen werden muss, die aufgrund ihrer Komplexität nur schwer durch ein einzelnes
Modell beschrieben werden kann. Selbst Computersimulationen, die für dynamische
Prozesse besonders geeignet erscheinen, können sich dem tatsächlichen Mechanismus
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nur annähern.9,122 Es bleibt abzuwarten, ob eine verbesserte Technik bei Einzelmole-
külmessungen sowie höher auflösende Mikroskope zusammen mit systemanalytischen
Berechnungen einen tieferen Einblick in das Innere des NPCs erlauben, um ein verfei-
nertes Modell des Translokationsmechanismus aufzustellen.
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3. Optische Einzeltransporter Analyse (OSTR)

In dieser Arbeit wurde die von M. Tschödrich-Rotter und R. Peters 1998 entwickelte
OSTR-Methode113 zur Analyse von Molekülströmen durch Membranporen, Kanäle und
Transporter verwendet, um den Transport durch den Kernporenkomplex quantitativ zu
charakterisieren. Dies trägt letztendlich zu einem weitreichenderen Verständnis der zu
Grunde liegenden zellulären Vorgänge des Kern-Cytoplasma Transportes bei. Der nu-
kleocytoplasmatische Transport kann im Wesentlichen in drei Stufen unterteilt werden,
die in Abbildung [3.1] ebenfalls dargestellt sind. In der ersten Stufe bindet der Export-
komplex, vermittelt durch ein Transportin, an die Phenylalanin reichen Regionen der
Kernporenproteine (TR → TB), anschließend diffundiert der gebundene Exportkomplex
durch den NPC-Kanal. In der dritten Stufe löst sich im Zuge der RanGTP-Hydrolyse
die Bindung an den NPC (TR → TTC) und die einzelnen Komponenten des Exportkom-
plexes dissoziieren.

Die Dissozation von der terminalen Bindestelle am NPC ist in dieser Betrachtung ge-
schwindigkeitsbestimmend, jedoch wird vermutet, dass die Bildung eines transportkom-
petenten Komplexes noch langsamer verläuft. Bei allen hier gezeigten Transportmessun-
gen werden alle benötigten Proteine und Cofaktoren mindestens 10min vor der Zugabe
gemischt, so dass sich der jeweilige Transportkomplex bereits gebildet hat. Wie in Abbil-
dung [3.1] zu sehen, setzt sich die makroskopisch in den Vertiefungen („Test Chambers“,
TCs) gemessene Kinetik aus einzelnen Reaktionsschritten mit jeweiligen Bindungsgleich-
gewichten zusammen. Die Diffusion innerhalb der TCs bis zur confokalen Ebene kann
nach den Vorarbeiten von N.I. Kiskin58 vernachlässigt werden, sofern sowohl große Ver-
tiefungen, wie beispielsweise die hier verwendeten konischen Polykarbonat-Messarrays
mit 50µm Durchmesser und 50µm Tiefe, als auch ausreichend langsame Flussraten im
Bereich von < 5Molekülen pro NPC pro Sekunde und 1µM Konzentrationsdifferenz vor-
liegen. In diesem Fall unterscheiden sich die ermittelten Ratenkonstanten mit und ohne
Berücksichtigung der Diffusion innerhalb der TCs nur geringfügig.58 Damit werden bei
den in dieser Arbeit durchgeführten Messungen nur diejenigen Prozesse miteinbezogen,
die unmittelbar den nukleocytoplasmatischen Transport betreffen.

Das Reservoir oberhalb der isolierten Kernmembran ist mit einer Tiefe von 3.8mm und
einem Volumen von etwa 25µl im Vergleich zu den TCs mit einer Tiefe von 50µm
und einem Volumen von nur 64.1 pl relativ groß, so dass die Diffusion zur Membran d.h.
zu den Kernporen geschwindigkeitsbestimmend wäre. Allerdings wird diese Problematik
umgangen, indem die Dichte der Transportlösung durch Zugabe von 100mM Saccharose
(siehe Abschnitt [10.5]) soweit erhöht wird, dass sich direkt nach Zugabe eine breite
Schicht mit Transportsubstraten oberhalb der Membran bildet. Bei der Durchführung
der Transportexperimente in dieser Arbeit, in Anlehnung an die OSTR-Methode nach
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3. Optische Einzeltransporter Analyse (OSTR)

Abb. 3.1.: Reaktionsgleichgewichte während eines typischen nukleocytoplasmatischen Trans-
portexperiments
Darstellung nicht maßstabsgetreu; Index(R) steht hier für das Pufferreservoir über
der isolierten Kernmembran, Index(TC) für den Bereich der Vertiefung (Test
Chamber), in der die confokale Ebene des Mikroskops 20µm unterhalb der Mem-
branoberfläche positioniert wird, Index(B) für die gebundene Fraktion des jewei-
ligen Transportrezeptors T, teilweise im Komplex mit Substrat und RanGTP

R. Peters,78,80,113 wird die Fluoreszenzintensität eines markierten Transportrezeptors
oder eines Substrates detektiert.

Die Konzentration des im NPC-Kanal gebundenen Transportins [TB] ist im Gegensatz
zu den Konzentrationen der jeweiligen Moleküle im Reservoir oder im TC experimen-
tell nicht zugänglich. Eine quantitative Analyse des Kerntransports kann somit nur
erreicht werden, wenn die Änderung der Konzentration des markierten Transporters in
den TCs detektiert wird. Zur Vereinfachung der molekularen Reaktionen wird eine ap-
parente Geschwindigkeitskonstante ka definiert, die sich aus den jeweiligen Konstanten
der Hin-und Rückreaktionen k1, k′1 und k2, k′2 zusammensetzt. Wie bereits erwähnt wird
dabei angenommen, dass für die Hinreaktion k2 und die Rückreaktion k′1 als geschwin-
digkeitsbestimmende Schritte gelten, da das Abdissoziieren von den FG-Nukleoporinen
langsamer ist als die vorangegangene Bindung.

Der Transportprozess durch den NPC kann deshalb wie folgt beschrieben werden:

[TR] ka−⇀↽−
k′a

[TTC ]

Das oben dargestellte Schema entspricht somit einem Zweikompartimentsystem. Dies
zeichnet sich dadurch aus, dass eine dünne, semipermeable Membran mit Poren d.h. die
Xenopus laevis Kernmembran mit den NPCs, zwei Kompartimente, wie das Reservoir
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und die Vertiefungen, voneinander trennt. Es ergibt sich nun für die zeitliche Änderung
der Konzentration der Transportine bzw. der Transportkomplexe d[TTC ]/dt folgender
Zusammenhang:

d[TTC ]
dt

= ka · [TR]− k′a · [TTC ] (3.1)

Hierbei handelt es sich um eine homogene Differentialgleichung erster Ordnung, de-
ren Lösung sich aus der Lösung des homogenen Teils plus einer speziellen Lösung der
inhomogenen Gleichung ergibt. Der homogene Teil von Gleichung [3.1] lautet:

d[TTC ]
dt

= −k′a · [TTC ] (3.2)

Dieser lässt sich durch Integration einfach lösen und es ergibt sich:

d[TTC ]
[TTC ] = −k′a · dt

∫ [TTC ]t

[TTC ]0

1
[TTC ] · d[TTC ] =

∫ t

0
−k′a · dt

ln [TTC ]t − ln [TTC ]0 = −k′a · t

ln
(

[TTC ]t
[TTC ]0

)
= −k′a · t

[TTC ]t = [TTC ]0 · e−k
′
a·t (3.3)

Durch Variation der Konstanten [TTC ]0 kann die spezielle Lösung der gesamten inho-
mogenen Gleichung [3.1] erhalten werden. Hierzu wird folgender Ansatz gewählt:

[TTC ]t = g(t) · e−k′a·t (3.4)

Nach Differenzierung von Gleichung [3.4] wird das Ergebnis für d[TTC ]/dt in Gleichung
[3.1] eingesetzt und man erhält:

dg(t)
dt
· e−k′a·t + g(t) · (−k′a) · e−k

′
a·t = ka · [TR]− k′a · [TTC ]

dg(t)
dt
· e−k′a·t + [TTC ]

e−k′a·t
· (−k′a) · e−k

′
a·t = ka · [TR]− k′a · [TTC ]

dg(t)
dt
· e−k′a·t = ka · [TR]− k′a · [TTC ] + k′a · [TTC ]

dg(t)
dt

= ka · [TR]
e−k′a·t

= ka · [TR] · ek′a·t (3.5)
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3. Optische Einzeltransporter Analyse (OSTR)

Unter der Annahme, dass sich die Konzentration der fluoreszenzmarkierten Substrate
im Reservoir nicht signifikant ändert, weil im Vergleich zur Gesamtkonzentration nur ge-
ringe Mengen an Molekülen in die TCs transportiert werden, so kann die Konzentration
[TR] als konstant und von der Zeit t unabhängig betrachtet werden. Es gilt also:

∫ [g(t)t

g(t)0
dg(t) = ka · [TR] ·

∫ t

0
ek
′
a·t · dt

g(t)− g(t)0 = ka · [TR] · ( 1
k′a
· ek′a·t − 1

k′a
· ek′a·0)

g(t)− g(t)0 = ka
k′a
· [TR] · (ek′a·t − 1)

g(t) = ka
k′a
· [TR] · (ek′a·t − 1) + g(t)0 (3.6)

Gleichung [3.6] wird nun in die allgemeine Lösung des homogenen Teils [3.4] eingesetzt.
Als Lösung der inhomogenen Differentialgleichung erster Ordnung ergibt sich folglich:

[TTC ]t = [ka
k′a
· [TR] · (ek′a·t − 1) + g(t)0] · e−k

′
a·t

[TTC ]t = ka
k′a
· [TR] · (1− e−k′a·t) + g(t)0 · e−k

′
a·t (3.7)

Zu Beginn einer Transportmessung befindet sich zum Zeitpunkt t = 0 kein Fluoreszenz
markiertes Substrat in den TCs und es gilt die Anfangsbedingung [TTC ] zum Zeitpunkt
t = 0 ist Null.

Dies ermöglicht die Bestimmung der Integrationskonstanten g(t)0, wie folgt:

[TTC ](t = 0) = ka
k′a
· [TR] · (1− e−k′a·0) + g(t)0 · e−k

′
a·0 = 0

⇒ g(t)0 = 0 (3.8)

Die allgemeine Gleichung für passiven und aktiven Transport durch den Kernporenkom-
plex lautet somit:

[TTC ]t = ka
k′a
· [TR] · (1− e−k′a·t) (3.9)

[TTC ]t = A · (1− e−k′a·t) (3.10)

Für t → ∞ geht die Transportinkonzentration in den TCs [TTC ] gegen den Wert
ka/k

′
a ·[TR] und wird somit durch den Quotienten der Geschwindigkeitskonstanten für die
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Hin-und Rückreaktion bestimmt. Dies bedeutet, dass das Verhältnis zwischen Export-
und Importgeschwindigkeit angibt, ob der Transportkomplex an-oder abgereichert wird.
Ist ka größer als k′a werden die Transportkomplexe im Vergleich zur Gleichgewichtskon-
zentration [TR] in den Membran bedeckten TCs angereichert. Ist jedoch k′a größer als ka
so werden die Transportkomplexe im Vergleich zur Gleichgewichtskonzentration [TR] ab-
gereichert. Im Fall einer passiven Diffusion wird keine der beiden Richtungen bevorzugt,
so dass sich die Werte der apparenten Geschwindigkeitskonstanten ka und k′a gleichen.
Gleichung [3.10] vereinfacht sich somit zu:

[TTC ]t = [TR] · (1− e−k·t) (3.11)

Die Konzentration [TR] entspricht dabei derjenigen Konzentration des Rezeptors die sich
direkt zu Beginn einer Messung nach Zugabe der 10µl Transportlösung in der Kammer
über der Membran befindet. Sie wird in der bisherigen OSTR-Literatur58,78 als maxi-
male Konzentration Cmax bezeichnet. Experimentell zugänglich ist diese Konzentration
nach Erreichen des Fließgleichgewichts über die in den offenen Referenz-TCs gemesse-
ne Fluoreszenz, deren Intensität dem Wert von [TR] bzw. Cmax nach Verdünnung der
Stammlösung in der Messkammer entspricht.

Im Experiment muss zudem davon ausgegangen werden, dass bedingt durch die Au-
tofluoreszenz der Polykarbonatarrays und das Hintergrundrauschen der Photomultiplier
ein höherer Hintergrund vorliegt, so dass zu Gleichung [3.10] noch ein Offset addiert wer-
den muss.

Dementsprechend wird für die Auswertung der gemessenen Transportkurven eine allge-
meine abfallende monoexponentielle Kurve folgender Form verwendet:

y = A− A · e
−t
T + y0

y = (A+ y0)− A · e
−t
T

y = B − A · e
−t
T (3.12)

Ein Koeffizientenvergleich mit Gleichung [3.10] ergibt dann:

B = A+ y0 = ka
k′a

+ Offset (3.13)

T = 1
k′a

(3.14)

A = Cmax = ka
k′a
· [TR] (3.15)

Die genannte Fitfunktion [3.12] kann sowohl zur Beschreibung von Export- als auch
Importexperimenten herangezogen werden, da sie eine allgemeingültige Form besitzt,
aus der sich jeder Spezialfall ableiten lässt. Die passive Diffusion als ein Spezialfall ist,
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3. Optische Einzeltransporter Analyse (OSTR)

wie bereits erwähnt, charakterisiert durch gleiche Import- und Exportraten, so dass für
ka = k′a der exponentielle Vorfaktor A der Konzentration [TR] im Reservoir entspricht.
Die drei Variablen A,B und T aus Gleichung [3.12] werden durch Annäherung des da-
zugehörigen Graphen an die experimentell gemessenen Daten bestimmt. Die Ergebnisse
können anschließend verwendet werden, um den Molekülfluss durch einen einzelnen NPC
zu berechnen, sofern die mittlere Dichte der NPCs auf der Oberfläche und die Länge
der Vertiefungen bekannt ist. Allgemein gilt für den mittleren Gesamtfluss Φ durch eine
Membran unter der Annahme eines quasistationären schnellen Gleichgewichts:

Φ = P ·∆C (3.16)

P : Permeabilitätskoeffizient

∆C : Konzentrationsdifferenz

Dabei setzt sich der Gesamtfluss Φ zusammen aus der Summe der molekularen Flüs-
se durch jeden einzelnen Kernporenkomplex. Der Permeablitätskoeffizient als Maß für
die Durchlässigkeit einer Membranfläche ist dabei direkt proportional zur Geschwindig-
keitskonstanten des Membrandurchtritts.

Gleichung [3.17] lässt sich somit zu einer molekularen Flussgleichung umformen, die
direkt mit der Geschwindigkeitskonstanten und dem exponentiellen Vorfaktor A aus
dem Fit verknüpft ist:

ΦNPC = PNPC ·NA ·∆C (3.17)

= P ·NA ·∆C
ρNPC

=
k′a · LTC ·NA · [TR]0 ·

ka
k′a

ρNPC

= LTC ·NA · [TR]0 · ka
ρNPC

(3.18)

NA : Avogadro-Konstante, mol−1

PNPC : molekularer Permeabilitätskoeffizient je NPC

ρNPC : NPC-Dichte, typischerweise, 50NPC/µm2

ka,k′a : Geschwindigkeitskonstante, Hin- und Rückdiffusion, s−1

ka
k′a

: Anreicherungsfaktor

LTC : Länge der TCs, µm

Zur Veranschaulichung der Transportexperimentes aus dieser Arbeit seien hier einige
typische Werte, wie beispielsweise NPC-Dichte, Membranfläche und TC-Volumen ge-
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nannt. Vorausgesetzt wird die Verwendung von Xenopus laevis Kernmembranen, sowie
50 x 50µm großen Vertiefungen mit der Geometrie eines umgedrehten Kegelstumpfes,
der eine Oberfläche mit Radius 25µm und eine Grundfläche mit einem Radius von etwa
20µm besitzt.

Tab. 3.1.: Typische Größen bei nukleocytoplasmatischen Transportmessungen

Größe Variable Wert

Membranfläche pro TC AM 1963 µm2

NPC-Dichte (Xenopus laevis) ρNPC 50 NPCs/µm2

NPC-Anzahl pro TC ANPC 98175 NPCs
Länge der TCs (Tiefe) LTC 50 µm
TC-Volumen VTC 64.1 x 10−12 L
Reservoir-Volumen VR 25 x 10−6 L

Zeitaufgelöste Messungen der Fluoreszenzintensität mittels konfokaler Mikroskopie in
geeigneten Messvertiefungen unterhalb einer präparierten Kernmembran eignen sich so-
mit zur Bestimmung von Geschwindigkeitskonstanten nukleocytoplasmatischer Trans-
portprozesse und zur Berechnung von mittleren Flussraten durch einen einzelnen NPC.
Sie bieten eine optimale Ergänzung zu den bisher bekannten in vivo Importmessungen,
wie FRAP-Experimente und Digitonin-Assays, oder zu den in Einzelmolekülexperimen-
ten bestimmbaren Verweildauern am NPC.
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4. Der Kerntransportrezeptor Crm1

Crm1 wird zur relativ großen Familie der Importin-β Kerntransportrezeptoren gezählt,
zu denen sowohl Exportine als auch Importine gehören und die sich durch gemeinsame
strukturelle Merkmale auszeichnen. Alternativ wird in der Literatur häufig der Begriff
Karyopherine (Kaps) als Synonym für die Importin-β Kerntransportrezeptoren verwen-
det. Ursprünglich erhielt Crm1 seinen Namen - abgeleitet von Chromosome Region
Maintenance 1 - aus der Beobachtung, dass Mutationen des Gens in Schizosaccharomy-
ces pombe zu einer veränderten Chromosomenmorphologie im Kern führten.2 Nur ein
paar Jahre zuvor, im Jahre 1983, hatten Wissenschaftler schließlich das Virus entdeckt,
welches durch Befall von Makrophagen und CD4+ T-Lymphozyten die AIDS Immuner-
krankung auslöst39 und legten so den Grundstein für eine rege Forschungsaktivität im
Bereich retroviraler Infektionen. Infolgedessen konnte Crm1 als Exportrezeptor für das
retrovirale Rev-Protein aus HIV-174 und dessen unvollständig gespleißte RNA-Substrate
identifiziert werden, was den Anstoß zu der Vermutung gab, dass Crm1 auch als Trans-
portrezeptor für zelluläre Moleküle fungieren könnte. Bisher gilt die Beteiligung des
Crm1 Proteins am zellulären Export von unterschiedlichen RNA Molekülen, wie bei-
spielsweise U snRNA34 oder rRNA als Bestandteil der ribsomalen Vorstufen pre60S und
pre40S37,73 und am Export von Proteinen, die eine leucinreiche Exportsequenz enthal-
ten,34 als erwiesen.

Die Richtung des Crm1 Transportes wird wie bei allen Importin-β ähnlichen Rezeptoren
bestimmt durch den RanGTP Gradienten, der sowohl Assoziation als auch Dissoziation
der Transportkomplexe bewirkt. Vermittelt durch den chromatinassoziierten Nukleo-
tidaustauschfaktor RCC1 und durch das cytoplasmatische und NPC-assoziierte GTPa-
se aktivierende RanGAP liegt im Nukleus vorwiegend RanGTP und im Cytoplasma
RanGDP vor. Crm1 kann über seine Ran-Bindestelle nur mit RanGTP, nicht aber mit
RanGDP wechselwirken. Es besitzt somit einen Indikator, der ihm anzeigt, in welchem
Kompartiment es sich gerade befindet. Gleichzeitig beeinflusst die RanGTP-Interaktion
auch die Konformation von Crm1, so dass dieses mit Substraten, die eine leucinreiche
NES-Sequenz besitzen, leichter wechselwirkt. In Abbildung [4.1] sind einige typische
leucinreiche Kernexportsignalsequenzen, sowie die resultierende Konsensus-Sequenz ge-
zeigt.

Crm1 alleine besitzt eine relativ niedrige Affinität für leucinreiche NES-Sequenzen, so
dass die Bildung des Exportkomplexes als geschwindigkeitsbestimmend angesehen wird.
Jedoch wird eine Erhöhung der Crm1 Affinität für einzelne Exportsubstrate, sowie
auch für Ran, durch das im Kern lokalisierte RanBP3 erreicht,27,82 welches die Ran-
Bindestelle stabilisiert. Als terminale Bindestelle für den ternären Exportkomplex aus
Crm1-RanGTP und NES-Substrat konnte durch RNA-Interferenz-Experimente eindeu-
tig das Nukleoporin Nup214, im Komplex mit Nup8811,50,54 identifiziert werden, wo-
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4. Der Kerntransportrezeptor Crm1

Abb. 4.1.: Typische Beispiele für eine Leucin-reiche NES-Sequenz (aus Hutten S.51)
konservierte Positionen mit Leucin oder einer hydrophoben Aminosäure sind gelb
unterlegt; MVM NS2 stammt vom NS2 Protein eines Mäusevirus und HIV Rev
vom Rev Protein des humanpathogenen HI-Virus, alle weiteren NES-Sequenzen
stammen von zellulären Proteinen

bei eine Beteiligung von Nup35851 aufgrund seiner Ran-Bindestelle und der RanGAP
Assoziation ebenfalls diskutiert wird. RanGAP interagiert hierbei über das kovalent
gebundene SUMO-1, einem ubiquitinähnlichen Protein, mit dem Nukleoporin Nup358
in den cytoplasmatischen Filamenten, dessen räumliche Nähe zum Exportkomplex die
GTP-Hydrolyse beschleunigt.54,70 Eine schematische Abbildung des vorläufig postulier-
ten Crm1 Exportzyklus mit allen wichtigen Interaktionspartnern findet sich in Skizze
[4.2].

Im Nukleus bildet sich zunächst, vermittelt durch RanBP3, ein ternärer Exportkom-
plex aus NES-Cargo (N), RanGTP (R) und Crm1 (C), welcher aufgrund der Affinität
des Crm1 Rezeptors für die FG-Schleifen der Nukleoporine durch den NPC bis zur
terminalen Bindestelle am Nup214-Nup88 Komplex wandert. Eine hochaffine Bindung
an Nup88, konnte für das Crm1 jedoch nicht beobachetet werden, so dass vornehmlich
Nup214 die Bindung übernimmt. Dort wird die GTP-Hydrolyse entweder in Anwesen-
heit des RanBP1 durch lösliches RanGAP [Reaktionsweg (i)] oder durch an Nup358 ge-
bundenes RanGAP [Reaktionsweg (ii)] aktiviert, so dass die freigesetzte Hydrolyseener-
gie in Konformationsänderungen und Dissoziation des Exportkomplexes umgesetzt wird
(siehe nachfolgenden Abschnitt [4.1]). Das freigesetzte Crm1 bindet anschließend direkt
an Nup358 und erreicht so seinen Reimport in den Kern, um für weitere Exportprozesse
zur Verfügung zu stehen. Bisher ist nicht bekannt, dass am Reimport von Crm1 ins
Nukleoplasma weitere Transportfaktoren beteiligt sind. X. Zhang121 zeigte mit permea-
bilisierten MDBK-Zellen, dass für den Import von Crm1, der durch einen Überschuss an
Importin-β kompetitiv gehemmt werden konnte, weder Ran noch ATP benötigte wird.
Folglich sollte es in der Lage sein, sich alleine, nur aufgrund seiner Affinität für die FG-
reichen Bereiche im NPC, zwischen beiden Kompartimenten, dem Nukleoplasma und
dem Cytoplasma, hin-und herzubewegen. Im zellulären Kontext muss jedoch verhindert
werden, dass Crm1 ohne Beladung d.h. ohne seine RNA- oder Proteinsubstrate den
Zellkern verlässt. Dies wird nur möglich, wenn RanGTP im Nukleoplasma, vermittelt
durch RanBP3 relativ schnell wieder an das Crm1 bindet, wodurch sich sofort im An-
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4.1. Strukturelle Merkmale

Abb. 4.2.: Skizze des bisher postulierten Exportmechanismus für Crm1-abhängige NES-
Substrate (aus S. Hutten51)

schluss ein Exportkomplex mit denjenigen Exportsubstraten bildet, die eine leucinreiche
NES besitzen. Ob dies im Detail wirklich so abläuft, bleibt in weiteren Experimenten
zu klären.

4.1. Strukturelle Merkmale

Die Struktur des gesamten 123 kDa großen und 1071Aminosäuren langen Crm1 konn-
te bisher durch die Röntgenkristallographie nicht aufgeklärt werden. Erst in Kom-
bination mit Homologievergleichen, Computersimulationen und Elektronenmikrosko-
pie ließen sich viele der funktionellen Bereiche auch strukturell aufklären. Crm1 be-
sitzt wie alle Importin-β Rezeptoren 19 HEAT Wiederholungseinheiten bestehend aus
50Aminosäureresten, die eine Haarnadelstruktur aus zwei antiparallelen α-Helices bil-
den. Eine schematische Zuordnung der einzelnen HEAT-Regionen ist in Abbildung [4.3]
gezeigt.

Die in Abbildung [4.3] angedeutete Schleife aus sauren Aminosäureresten im Bereich der
achten HEAT Einheit stellt zusammen mit der N-terminalen CRIME-Region die vorwie-
gende Bindestelle für RanGTP dar. Eine Region, die teilweise auch an der Erkennung
der leucinreichen NES einiger Substrate beteiligt sein könnte, obwohl die Hauptregion
für die NES-Erkennung im Bereich der zehnten HEAT Einheit liegt. Dort interagiert das
den Export inhibierende Leptomycin B vorwiegend mit einem Cystein an Position 52382
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4. Der Kerntransportrezeptor Crm1

Abb. 4.3.: Schematische Darstellung der 19HEAT-Motive und deren Funktionalität
CRIME-Region (Crm1, importin-β) weist hohe Homologie zu Importin-β auf; an-
gegeben sind die RanGTP, sowie RanBP3 Bindestelle; Leptomycin B (LMB) in-
teragiert hier mit Cystein 528 im Bereich der NES-Bindestelle; CTR steht für
C-terminale Region (adaptiert nach S. Hutten51)

und verhindert so die Bindung der jeweiligen Substrate. Im Zuge der Strukturaufklä-
rung wird bei C. Petosa27 die Wirkung des RanBP3 Proteins diskutiert, das wie oben
bereits erwähnt, die Bildung eines ternären Exportkomplexes beschleunigt. Demnach
soll RanBP3 zunächst an die helikale HEAT Region 9 binden und von dort aus die
benachbarte Ran-Bindeschleife stabilisieren, so dass in positiv kooperativer Weise die
darauf folgende RanGTP Bindung begünstigt wird. Gleichzeitig wirkt sich ein gebun-
denes RanGTP positiv auf die Bindung des jeweiligen Substrates aus, so dass über eine
positiv kooperative Bindung die Bildung des ternären Exportkomplexes beschleunigt
wird.27 Die GTP-Hydrolyse im Cytoplasma destabilisiert die Ran-Bindeschleife über ei-
ne induzierte Konformationsänderung und setzt RanGDP zusammen mit dem Substrat
frei, so dass Crm1 für einen erneuten Transportzyklus in den Kern zurückkehren kann.
In den folgenden beiden Abschnitten wird an zwei unterschiedlichen Beispielen, einmal
dem Export ribosomaler 60S Vorstufen und am Export von retroviraler RRE-RNA, die
Wirkungsweise des Crm1 Transportrezeptors nochmals verdeutlicht.

4.2. Export ribosomaler Untereinheiten

Ribosomen sind maßgeblich an der Translation beteiligt, einem Prozess, bei dem die in
den mRNAs enthaltene genetische Information in Aminosäuresequenzen und somit in
Proteine übersetzt wird. Sie bestehen aus einer großen und kleinen Untereinheit, die bei
Eukaryonten aufgrund ihres Sedimentationskoeffizienten, gemessen in Svedbergeinhei-
ten, als 60 S und 40 S Untereinheiten bezeichnet werden. Ihre Vorstufen aus rRNA und
Proteinen werden zunächst im Nukleolus gebildet und im Nukleoplasma, bis sie ihre
Exportkompetenz errreichen, weiter verändert. Die zahlreichen Stufen, die ein Ribosom
bis zu seiner finalen Fertigstellung im Cytoplasma durchläuft, zeugen von einem hoch-
komplexen Mechanismus an dem eine Vielzahl von nichtribosomalen trans wirkenden
Cofaktoren (mehr als 150), sowohl vor, während als auch nach dem Export aus dem
Nukleus beteiligt sein müssen. Die erste zu isolierende Vorstufe stellt die im Nukleolus
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4.2. Export ribosomaler Untereinheiten

gebildete 90S Einheit dar, die insgesamt vier rRNAs und weitere 80Proteine enthält.
Diese wird als Folge der Spaltung einer rRNA-Vorstufe in eine pre-40S Einheit und eine
pre-60S Einheit aufgeteilt, die im Anschluss daran jeweils unterschiedliche Reifungspro-
zesse im Nukleoplasma durchlaufen, wie in Abbildung [4.4] vereinfacht dargestellt.

Abb. 4.4.: Exportmechanismus der ribosomalen Vorstufen mit einigen der beteiligten Cofak-
toren
Die ribosomalen Vorstufen pre-60S und pre-40S durchlaufen in Nukleolus und
Nukleoplasma jeweils getrennte Reifungsprozesse; im Nukleoplasma erreichen die
Vorstufen schließlich die Exportkompetenz, so dass im Fall der pre-60S Unter-
einheit wichtige Transportrezeptoren wie Xpo1, Mex67/Mtr2, sowie der Adapter
Nmd3 assoziieren; (a) neu entdeckte zusätzliche Exportfaktoren Alb1 und Arx1,
wobei die Exporteigenschaft des Arx1 in dieser Arbeit nachgewiesen werden konn-
te (adaptiert aus H. Tschochner und E. Hurt112)

In Hefen sind die einzelnen Reifungsprozesse der ribosomalen Vorstufen relativ gut un-
tersucht, da sie in diesem eukaryontischen Organsimus über genetische und biochemi-
sche Studien besonders leicht zugänglich sind. Zwei Proteine, das bereits beschriebene
Xpo1 Protein aus der Importin-β Familie (humanes Homolog Crm1)37 und das Hete-
rodimer Mex67/Mtr2118 aus der Gruppe der Ran-unabhängigen Transportrezeptoren
mit Ntf2-Struktur, werden als wichtige Exportrezeptoren für die im Kern assemblierte
Vorstufe der großen 60S Untereinheit der Ribosomen beschrieben. Dabei wird durch
Bindung des Adapterproteins Nmd3 die Exportkompetenz der pre-60S Einheiten herge-
stellt, da Nmd3 eine leucinreiche Kernexportsignalsequenz enthält, welche vorwiegend
von Xpo1 als Substrat erkannt wird.37,44 Selbst ohne die jeweiligen Transportrezeptoren
und assoziierten Cofaktoren liegt der Durchmesser der 60S ribosomalen Vorstufe bei et-
wa 25-30 nm.13 Diese enthält ungefähr 39% Protein und 62% RNA, bestehend aus einer
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3392Nukleotide langen 25S RNA, einer 158Nukleotide langen 5.8S RNA und einer 5S
RNA aus 121Nukleotiden. Die pre-60S Untereinheit gehört somit zu den größten Ribo-
nukleopartikeln, die durch den NPC transportiert werden müssen, so dass davon ausge-
gangen wird, dass sich der NPC-Kanal eventuell weiten muss. Jedoch wäre dies nach den
bereits erwähnten nukleocytoplasmatischen Transportversuchen mit NLS-beschichteten
Goldpartikeln, die als funktionalen Durchmesser des NPC-Kanals etwa 39 nm77 ange-
ben, nicht zwingend notwendig. In der Literatur werden verschiedene, auch am Export
beteiligte Nukleoporine als mögliche flexible Komponenten des NPCs diskutiert. Hierzu
zählt in Saccharomyces cerevisiae der Nup159-Nup82-Nsp1 Komplex, sowie in Verte-
braten das Nup214-Nup88 Dimer. Eine Verringerung der zellulären Konzentration des
Nup214-Nup88 Komplexes durch Zugabe von shRNA führte zu einer starken Inhibie-
rung des Nmd3 vermittelten Exports von ribosomalen 60S-Vorstufe.12 Dabei konnte
festgestellt werden, dass die coiled-coil Region des Nup214 zusammen mit der Nup88
Interaktion am Export der pre-60S ribosomalen Untereinheiten beteiligt ist, wodurch,
wie R. Bernad12 vermutet, die Struktur des NPCs verändert wird.

Bei den relativ großen pre-60S Ribonukleopartikeln wird erwartet, dass neben den be-
reits bekannten Transportrezeptoren, wie Xpo145,73 und Mex67/Mtr2,118 zusätzliche
Proteine aktiv am Export mitwirken. Diese zusätzlichen Exportrezeptoren würden nicht
nur die Translokationsgeschwindigkeit für einen so großen Komplex entscheidend erhö-
hen, sondern auch erreichen, dass sich die wegen der eingelagerten rRNAs stark negativ-
geladenen Partikel ohne großen Energieaufwand durch einen hydrophoben NPC-Kanal
transportieren lassen. Wie in Abschnitt [2.2.2] erläutert, spricht M.P. Rout von einer
hohen energetische Barriere, die der NPC für die im Nukleoplasma gelösten Proteine
darstellt. Jedoch schirmen unterschiedliche Exportrezeptoren nicht nur die Oberflächen-
ladungen ab, sondern können große Riboproteinkomplexe aufgrund unterschiedlicher
Nukleoporinaffinitäten auch innerhalb des NPCs orientieren und so den Transport er-
leichtern. In diesem Zusammenhang war es nicht besonders überraschend, dass mit den
hier durchgeführten in vitro-Transportmessungen und mit den Ergebnisse aus der Grup-
pe von E. Hurt in Heidelberg der Beweis für Arx1 als einen neuen Transportrezeptor
erbracht werden konnte. Das Modell für den Export ribosomaler Vorstufen in Abbildung
[4.4] wurde deshalb bereits um das Arx1 Protein als weiteren Exportrezeptor erweitert,
das zur Vollständigkeit in Verbindung mit seinem Interaktionspartner Alb1 dargestellt
wird.13,65,120

4.2.1. Arx1 Protein

Die Assoziation des Arx1 Proteins mit der späten Entwicklungsstufe der 60S ribosomalen
Untereinheit im Nukleoplasma deutet auf seine Beteiligung am Export dieser Vorstufe
hin, da auch andere Exportrezeptoren, sowie das Adapterprotein Nmd3 mit seiner NES-
Sequenz an dieser späten Entwicklungsstufe gebunden haben.75 Jedoch weist Arx1 keine
strukturelle Homologie zur Importin-β Familie der Transportrezeptoren auf. Stattdes-
sen konnte bei B. Bradatsch13 eine hohe Ähnlichkeit zu den Methionin-Aminopeptidasen
festgestellt werden, die allerdings keine enzymatische Aktivität bedingte, da dem Arx1
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Protein zwei wesentliche Zinkatome fehlten, die bei Methionin-Aminopeptidasen im Be-
reich des reaktiven Zentrums liegen. In Abbildung [4.5] werden genau diese strukurellen
Ähnlichkeiten durch eine vergleichbare Farbkodierung hervorgehoben. Die violetten Zin-
katome der gezeigten Methionin-Aminopeptidase weisen das reaktive Zentrum aus und
zeigen in schwarz ein gebundenes Methionin.

Abb. 4.5.: Strukturvergleich zwischen Arx1 und einer typischen Methionin-Aminopeptidase
links: Homologiemodell des Arx1 Proteins auf der Struktur des humanen Ortho-
logs Ebp1; rechts: Strukturelemente einer Methonin-Aminopeptidase am Beispiel
der humanen MetAP2, ebenfalls sichtbar sind die beiden für MetAP-Enzyme ty-
pischen Zinkatome (violett) sowie das im aktiven Zentrum gebundene Methionin
(schwarz); zur besseren Übersicht sind vergleichbare Strukturen mit gleichen Far-
ben abgebildet (aus B. Bradatsch13)

Die Expression von Arx1 ist in vivo genetisch verknüpft mit den Genen für weitere am
ribosomalen Export beteiligte Proteine wie Mex67/Mtr2 und Nmd3, sowie mit Genen
für Nukleoporine wie beispielsweise Nup82, Nup8449 und Nup120. Die Beteiligung dieser
Nukleoporine am Export der pre-60S Untereinheiten wurde hierbei durch Mutationsstu-
dien mit einem Rpl11p-GFP Reporterprotein104 nachgewiesen. Des Weiteren findet sich
Arx1, ebenso wie Nmd3 und Mex67/Mtr2, nicht nur an denjenigen ribosomalen Vorstu-
fen, die im Nukleoplasma lokalisiert sind, sondern auch an pre-60S Untereinheiten, die
sich im Cytoplasma befinden.75 Dies stellt einen weiteren Hinweis für die Mitwirkung
des Arx1 Proteins am Export dieser ribosomalen Vorstufen dar. Weitere Anhaltspunkte
zu dessen Funktion lieferten zahlreiche Bindungsstudien, mit Hilfe von Oberflächenplas-
monresonanz, Immunpräzipitation oder Hefe-2-Hybrid Screenings, die eine Interaktion
mit ausgewählten Nukleoporinen des NPCs nachweisen konnten.13,49 Dazu zählten vor
allem Nup100 mit einer Dissoziationskonstante KD von 1.84µM, sowie Nup113 und
Nsp1. Die Dissoziationskonstanten für andere Transportrezeptoren wie beispielsweise
Importin-β liegen um einen Faktor 10 niedriger im Bereich von 0.1− 0.2µM. Trotz der
strukturellen Homologie zu Methionin-Aminopeptidasen und seiner zehnfach reduzier-
ten Bindungsaffinität für Nup100 wurde erwartet, dass Arx1 die hydrophoben Bereiche
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der Phenylalanin-Glycin Wiederholungseinheiten im NPC bindet. Der Beweis dafür ge-
lang durch Mutationen innerhalb der Bindetasche von Arx1, die das Wachstum der
Hefen stark beeinträchtigten.13 Ebp1, das humane Ortholog des Arx1 Proteins, besitzt
dagegen keine Affinität für die entsprechenden Nukleoporine aus Vertebraten-NPCs, ge-
nauso wenig wie Map1, eine Methionin-Aminopeptidase aus Saccharomyces cerevisiae.

4.2.2. Exportmechanismus

Nach dem bisherigen Modell liegt Arx1 im Komplex mit Alb1 zunächst im Nukleoplasma
vor und bindet dort im späten Stadium der nukleoplasmatischen Reifung der Ribosomen
an die 60S Untereinheiten. Bisher konnte jedoch nicht geklärt werden, wie Arx1 am Ende
der nukleoplasmatischen Reifung zur pre-60S Untereinheit rekrutiert wird. Eine Inter-
aktion mit FG-Nukleoporinen innerhalb der Methioninebindetasche bewirkt zusammen
mit Mex67/Mtr2 und Crm1-RanGTP den Export des pre-60S Ribonukleoproteinpar-
tikels, in dessen Anschluss Arx1 durch Mitwirkung von Rei148 von der Untereinheit
diffundiert. Ein vollständiges Modell zum Reimportmechanismus des Arx1 Proteins exis-
tiert allerdings noch nicht. Erste Untersuchungen in Abwesenheit des bereits erwähnten
Rei1 wiesen auf eine Beteiligung von Cofaktoren und Importrezeptoren65 hin, wie bei-
spielsweise Rei1 oder Kap121, einem β-Karyopherin. In Rei1-defizienten Hefestämmen
lag das verwendete Arx1-GFP Fusionsprotein nicht mehr im Komplex mit den pre-60S
Untereinheiten im Nukleus vor, sondern war ausschließlich cytoplasmatisch lokalisiert,
was auf auf einen Reimport-Defekt hindeutete.65 Zudem werden auch andere am Export
der pre-60S Einheiten beteiligte Faktoren wieder reimportiert, wie beispielsweise Nmd3
durch Karyopherin-123.111

4.3. Export retroviraler RNA am Beispiel von HIV

Alle Arten von Viren, zu denen auch das Lentivirus HIV-1 aus der Unterfamilie der Re-
troviren zählt, müssen zu ihrer Vermehrung zahlreiche Barrieren ihrer jeweiligen Wirts-
zellen, wie Zellmembran, Kernmembran, sowie einige zelluläre Kontrollmechanismen
überwinden. Dabei verläuft bei HIV-1 der Viruseintritt in die Zelle über zwei aufein-
anderfolgende, kooperative Interaktionsschritte. Im ersten Schritt führt die Interaktion
des Oberflächenproteins gp120 des HI-Virus mit dem CD4-Rezeptor auf T-Zellen und
Makrophagen zu einer Konformationsänderung des Env Proteins. Diese begünstigt im
zweiten Schritt die Bindung an spezifische Corezeptoren auf der Oberfläche der Wirts-
zellen, wodurch die Transmembrandomäne gp41 des env Proteins von HIV-1 in Form
eines sechsfachen Helixbündels exponiert und die Fusion der Virushülle mit der Zellmem-
bran initiiert wird.1,25 Zu diesen Corezeptoren werden bisher die Chemokinrezeptoren
CCR5 und CXCR4 gezählt. Dabei ist Ersterer besonders essentiell für die HIV-1 In-
fektion, da Mutationen im CCR5-Rezeptor eine Resistenz gegenüber HIV-1 Infektionen
bewirkt.35 Beide Rezeptoren gehören zur Familie der G-Protein gekoppelten Rezepto-
ren mit sieben typischen Transmembranhelices,35 deren Lokalisation in cholesterin- und
sphingolipidreichen Membrandomänen kontrovers diskutiert wird.1,38 Nach Fusion der
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Virushülle mit der Zellmembran wird das Capsid, welches das RNA-Genom des Virus
und zahlreiche Proteine wie beispielsweise die Reverse Transkriptase enthält, in die Zelle
abgegeben. Das Capsid besitzt einen Durchmesser von etwa 60 nm, so dass selbst un-
ter der Annahme einer Flexibilität des zentralen NPC-Rings und unter Beteiligung von
Karyopherinen kein Transport in den Zellkern möglich sein sollte.69,77 Somit wird erst
nach Entfernen aller Capsidproteine eine Integration des Virusgenoms in die Wirtszel-
le als wesentlicher Bestandteil der Virusreplikation erreicht, da HIV-1, im Gegensatz
zu Oncoretroviren, T-Zellen und Makrophagen in der Interphase in Anwesenheit einer
intakten Kernmembran infiziert.

Der im Zuge der reversen Transkription gebildete Präintegrationskomplex (PIC), be-
stehend aus dem DNA-Genom des Virus, assoziierten Proteinen und der viruseigenen
Integrase,35 wird deshalb aktiv über viruseigene Proteine in den Zellkern transportiert
und dort schließlich ins Genom der T-Zelle integriert. Bisher ist dieser Importprozess
nicht ausreichend geklärt, jedoch werden Vpr und die im Prä-Integrationskomplex ent-
haltene Integrase als mögliche Importfaktoren diskutiert. Vpr bindet beispielsweise di-
rekt an den NPC,30 während die Integrase mit dem zellulären Importrezeptordimer aus
Importin-α und Importin-β, sowie mit Importin 7 interagiert.30,31 Beide Virusproteine
enthalten eine für den Import notwendige NLS-Sequenz, obwohl Vpr aufgrund seiner
Interaktion mit Nukleoporinen nicht notwendigerweise darauf angewiesen ist. Im Zell-
kern katalysiert die virale Integrase den Einbau der doppelsträngigen Virus-DNA in das
Wirtszellgenom, so dass die Information über den Virusbauplan wie ein zelleigenes Gen
abgelesen werden kann.

Die darauffolgende Umstellung des zellulären Stoffwechsels auf die Produktion neuer
Viruspartikel endet schließlich mit dem Export der viralen mRNA-Moleküle, die für
Viruscapsidproteine kodieren. Dabei lassen sich drei Gruppen von RNA-Molekülen un-
terscheiden, einerseits ungespleißte mRNA, die für die Proteinvorstufen von Gag und
GagPol codieren, andererseits teilweise gespleißte mRNAs von 5 kb Größe, die für weitere
Proteine wie Vpr und Env codieren, sowie vollständig gespleißte mRNAs, die Sequenzen
der wichtigsten Cofaktoren wie Rev, Tat und Nef enthalten. Jedoch werden zellulä-
re mRNAs solange durch entsprechende Proteine im Zellkern zurückgehalten, bis alle
mRNA-Modifikationen einschließlich des Spleißmechanismus abgeschlossen sind. Des-
halb haben Retroviren zur Umgehung dieser Endkontrolle zwei Mechanismen entwickelt,
einerseits die direkte Interaktion mit zelleigenen RNA-Exportfaktoren und andererseits
die Nutzung eines spezifischen Adapterproteins, welches zwischen Virus-RNA und RNA-
Exportfaktoren vermittelt. HIV-1 gehört zu derjenigen Gruppe, die einen Adapter wie
das Rev-Protein nutzen, während beispielsweise die RNA des Mason-Pfizer-Monkey Vi-
rus über eine spezielle Sekundärstruktur, CTE genannt, direkt mit dem Exportrezeptor
Tap/Nxt1 interagiert.

4.3.1. Rev Protein

Das 19 kDa große, 116Aminosäuren lange Rev-Protein überlappt im HIV-Genom mit
der für das Tat-Protein kodierenden Sequenz. Gleichzeitig ist es essentiell für die Virusre-
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plikation, da es den Export von allen wesentlichen intronenthaltenden RNA-Molekülen
aus dem Kern reguliert. Im Wesentlichen besitzt Rev zwei funktionelle Domänen, eine
Bindedomäne für virale mRNA, die eine RRE-Sequenz als spezifische Sekundärstruktur
enthält, sowie eine Exportdomäne. Die besonders argininreiche RRE-Binderegion am
N-Terminus, die gleichzeitig auch eine NLS-Sequenz für den Import in den Nukleus dar-
stellt, wird an beiden Seiten von einer Homomultimerisierungsdomäne flankiert. Diese
bewirkt die für Rev typische Multimerisierung entlang der RRE-Sekundärstruktur, wo-
bei in mehreren in vitro-Bindungsassays gezeigt werden konnte, dass ausgehend von einer
hochaffinen Bindestelle innerhalb der RRE-Sequenz bis zu acht Rev-Moleküle in koope-
rativer Weise binden können.53,83 J. Chaitanya geht aufgrund von Mutationsstudien
von einer Serie von symmetrischen Kopf-zu-Kopf oder Schwanz-zu-Schwanz Anordnun-
gen aus, deren Bindung über hydrophobe Seitenketten erfolgt.53 Die am C-terminalen
Ende liegende leucinreiche NES der Exportdomäne wird von typischen Transportrezep-
toren wie Crm1 erkannt und als Substrat akzeptiert. Dagegen bleibt die NLS als Teil der
RNA-Binderegion nur solange für den Importrezeptor Importin-β zugänglich, bis Rev
seine viralen RRE-RNA Substrate bindet.42 Dies verhindert, dass ein bereits exportiertes
Rev-RRE Paar durch Importin-β versehentlich wieder in den Kern zurücktransportiert
wird, bevor der Exportkomplex aufgelöst wurde.

4.3.2. RRE-RNA

Bei dem Rev Responsive Element (RRE) handelt es sich um ein 250Nukleotide lan-
ges RNA-Element mit einer ausgeprägten Sekundärstruktur, das aufgrund seiner Lage
innerhalb des ENV Gens in allen RNA-Transkripten des HI-Virus enthalten ist. Die
RRE-Sequenz faltet innerhalb der viralen Transkripte in eine Abfolge aus Schleifen und
Stammregionen, von denen durch Mutagenesestudien die Stammregionen IIB und IID
in Abbildung [4.6,links] als essentielle Binderegionen für Rev identifiziert wurden. Die
Dissoziationskonstante für einen Komplex aus RRE-RNA der Stammregion IIB, auch als
RRE/HH-Fragment bezeichnet, und Rev konnte bei D.I. Van Ryk und S. Ventkatesan
mittels Oberflächenplasmonresonanz mit einem Wert von 10−11 M angegeben werden.94

Beide Stammregionen bilden die bereits erwähnte hochaffine Bindestelle für Rev, wobei
das Rev-Molekül über vier Argininreste mit der geweiteten großen Furche der RRE-Helix
wechselwirkt, wie in Abbildung [4.6] zu sehen ist. Diese Argininreste gehören zu einer
der beiden gezeigten α-Helices aus der RRE-Binderegion (violett eingefärbt), die mitein-
ander eine sogenannte antiparallele „Coiled-Coil“Struktur bilden. Die offene Konforma-
tion bzw. Weitung der große Furche um 5 ◦A d.h. etwa 0.5 nm innerhalb der hochaffinen
Rev-Bindestelle resultiert hierbei aus zwei untypischen Purin-Purin Basenpaarungen,
wie einer Guanin-Guanin Paarung (G48-G71), die nicht der normalen Watson-Crick
Form entsprechen.53 Die angesprochene Multimerisierung der Rev-Proteine erfolgt an-
schließend entlang weiterer Bindestellen mit niedrigeren Affinität.
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Abb. 4.6.: Sekundärstruktur der RRE-RNA und Interaktion zwischen RRE/HH und Rev-
Monomer
links: Stammschleifen der vollständig gefalteten RRE-RNA; rechts: große Furche
der RRE/HH-RNA (Stammschleife IIB) mit gebundenem Rev-Monomer aus NMR
Experimenten; α-Helices der Multimerisierungs- (grau) und RRE-Bindedomäne
(violett) als Bänder dargestellt, Aminosäurereste (rot, blau) stehen für multime-
risierungsdefekte Mutationen (aus V.W. Pollard83)

4.3.3. Postulierter Exportmechanismus für RRE-RNA

Im Laufe der HIV-1 Virusinfektion werden zunächst Transkripte von REV,TAT und
NEF aus dem integrierten Virusgenom hergestellt, die wie die mRNA-Transkripte der
Wirtszelle vollständig prozessiert werden, bevor sie über den zelleigenen Transportme-
chanismus ins Cytoplasma gelangen. Dabei werden alle Introns, zusammen mit der auch
hier enthaltenen RRE-Sequenz, durch den zellulären Spleißmechanismus entfernt.17,83

Die gleichzeitig gebildeten mRNA Transkripte der Strukturproteine env und gag/pol
werden entweder gar nicht oder nur einfach gespleißt und somit durch unterstützen-
de Spleißfaktoren solange im Kern zurückgehalten, bis das im Cytoplasma exprimierte
Rev-Protein seinen Weg zurück in den Zellkern gefunden hat. Mit diesem erstmaligen
Import des Rev Proteins unter Mitwirkung des Importin-β Karyopherins, welches die
Rev-NLS erkennt, beginnt der Rev-Transportzyklus, der in folgender Abbildung [4.7]
schematisch dargestellt ist.

Nach der Translokation in den Nukleus wird im Zuge der RanGTP Bindung an Importin-
β das Rev Protein freigesetzt, so dass auch die NLS-Sequenz, die im Bereich der RRE-
Bindestelle liegt, wieder frei zugänglich wird.42 So kann erreicht werden, dass Rev das
RRE-Strukturelement in allen ungespleißten und teilweise gespleißten RNA-Transkrip-
ten über die argininreiche Domäne (ARD) erkennt und entlang der unterschiedlich af-
finen Bindestellen multimerisiert. Diese Maskierung der viralen RNAs verhindert eine
Erkennung durch die Spleißfaktoren in der Wirtszelle und stellt über die nun mehrfach
exponierte leucinreiche NES-Sequenz am Rev-Protein den Export der viralen mRNAs
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Abb. 4.7.: Rev-Transportzyklus, inklusive RRE-RNA Export, bei HIV-1
Rev gezeigt mit seiner argininreichen RRE-Bindedomäne (ARD) und seiner leu-
cinreichen NES wird durch das humane Exportin 1 Crm1 (dargestellt durch sein
Hefehomolog Xpo1) exportiert und durch Importin-β importiert; welche Rolle
DDX3, eIF-5A und Rip/Rab im Rev-Transportzyklus tatsächlich einnehmen, muss
in weiteren Experimenten geklärt werden (adaptiert nach V.W. Pollard83)

sicher. Die erhöhte RanGTP Konzentration im Nukleus bewirkt, wie in Abschnitt [4]
erläutert, eine Beladung des zellulären Crm1 Exportins mit RanGTP, das in dieser
Form eine erhöhte Affinität für NES-Substrate wie den NES-Rev-RRE Komplex auf-
weist. Der Export erfolgt nach dem in Abschnitt [4] beschrieben Mechanismus für Crm1,
wobei bisher nicht geklärt werden konnte, zu welcher Zeit Rev von der RRE abdisso-
ziiert, ob während der Auflösung des Exportkomplexes an der terminalen Bindesstelle
des Nup214 oder erst später. V.S.R.K. Yedavalli vermutet aufgrund von Experimenten
mit dominant-negativen DDX3-Mutanten, dass zusätzlich Helikasen aus der DEAD-box
Familie am Export von RRE-RNA beteiligt sind.119 Denn ohne die DEAD-box Helika-
se DDX3 wird die HIV-1 Virusreplikation und der Export von ungespleißter viraler
RNA herunterreguliert, während eine Überexpression der DDX3-Helikase eine spezifi-
sche Verstärkung des viralen Rev-Crm1 Exportweges, nicht aber des zellulären mRNA
Exportweges über Tap/Nxt1, bewirkte. Mehrere Experimente in Saccharomyces cere-
visiae mit Dbp5-Mutanten96,103,114 zeigten z.B. anhand einer verstärkten Anfärbung
der Kernmembran („Rim-Staining“) oder einer Akkumulation von mRNA im Zellkern,
dass diese DEAD-box Helikase am Mex67/Mtr2-vermittelten mRNA Export beteiligt
ist. Sie lieferten somit ein weiteres Argument für Yedanvallis These. Beide Helikasen,
sowohl Dbp5 aus Saccharomyces cerevisiae als auch DDX3 aus Vertebraten, sind im
Gleichgewicht vornehmlich cytoplasmatisch an den Filamenten des NPC lokalisiert und
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interagieren spezifisch mit Xpo-1 bzw. Crm1.119 Des Weiteren konnte C. Schmitt nicht
nur die humane Form von Dbp5 charakterisieren, sondern auch Nukleoporinbindestellen
für beide Dbp5-Formen identifizieren, das CAN in Vertebraten und Nup159 in Hefen.96

Im Gegensatz zu Dbp5 konnten zellulären RNA-Spezies, die DDX3 als Helikase für ihren
Export benutzen, bisher noch nicht gefunden werden, obwohl eine solche Beteiligung zu
erwarten ist, da es für die Wirtszelle physiologisch nicht sinnvoll ist, ausschließlich den
retroviralen Exportweg zu unterstützen.
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5. Ziele der Arbeit

Die mit geringer Ausstattung (konfokales Mikroskop, Filter mit Mikro-/Nanoporen)
durchführbare OSTR-Methode zur Analyse von Molekülströmen durch Kernmembran-
poren bietet die Möglichkeit, die Wirkung von Cofaktoren, Inhibitoren oder pharma-
kologischen Substraten auf den nukleocytoplasmatischen Transport zu untersuchen. Im
Vergleich zu Zellassays besitzt sie den Vorteil, Membrantransportprozesse und die dar-
an beteiligten Proteine ohne störenden zellulären Hintergrund zu charakterisieren. Eine
wesentliche Aufgabe in dieser Arbeit bestand deshalb darin, diese Methode durch die
Herstellung neuer Messarrays mit geringerer Autofluoreszenz und höherem Signal-zu-
Rauschverhältnis weiterzuentwickeln, um neue Anwendungsmöglichkeiten zu erschlie-
ßen. Gleichzeitig sollte die Verwertbarkeitsquote bei den einzelnen Transportmessungen
durch Änderung verschiedener Parameter, wie Oberflächenbeschichtung, präparative
Durchführung oder verbesserte Dichtigkeitskontrollen, erhöht werden. Jene genannten
Aspekte erleichtern zudem eine Automatisierung der Transporteranalyse, die speziell
für das Screening möglicher Inhibitoren für die jeweiligen Membrantransportwege von
Vorteil ist. Diese Validierung und Verbesserung der Methode lieferte schließlich eine zu-
verlässige Basis, auf der zelluläre Transportwege systematisch analysiert werden können.

Das Arx1-Protein aus Saccharomyces cerevisiae konnte im Nukleoplasma in Assoziation
mit der späten Entwicklungsstufe der 60S ribosomalen Vorstufen nachgewiesen werden.
Dies legte die Vermutung nahe, dass Arx1 beim sich anschließenden Export der pre-60S
Einheiten eine wichtige Rolle spielt und als neuer Transportrezeptor betrachtet werden
kann. Vorangegangene in vivo Experimente aus der Gruppe um Prof. Ed Hurt (Heidel-
berg) lieferten wegen zahlreicher am Export beteiligter Proteine, wie beispielsweise auch
die Transportrezeptoren Xpo1 und Mex67/Mtr2, kein eindeutiges Ergebnis hinsichtlich
der Transportrezeptorfunktion von Arx1. Deshalb bestand die Zielsetzung darin, zu
beweisen, dass Arx1, trotz seiner Größe von 65.2 kDa alleine in der Lage ist, den NPC
richtungsunabhängig zu durchqueren. Denn nur Transportrezeptoren können durch Bin-
dung an die Nukleoporine des NPCs ihren eigenen Transport in Form einer erleichterten
Diffusion vermitteln. Die OSTR-Methode erlaubt aufgrund der bereits oben genannten
Vorteile nicht nur den direkten Nachweis einer möglichen Arx1-Transportkompetenz,
sondern auch deren quantitative Charakterisierung unabhängig von zellulären Störfak-
toren. Deshalb wurde das Arx1 Protein in Abschnitt [13] auf seine Export- und Import-
fähigkeit hin untersucht.

Der Export retroviraler RNA aus HIV-1 steht vor allem als möglicher Angriffspunkt
pharmakologischer Substrate im Interesse der Forschung. Die Zielsetzung bestand somit
darin, das minimale Transportsystem für retrovirale RRE-RNA Substrate zu finden und
dieses in einem definierten in vitro-System quantitativ zu charakterisieren. Dazu sollten
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zunächst die Transportraten des für den retroviralen Export verantwortlichen Karyophe-
rins Crm1 in Abhängigkeit von energieliefernden Prozessen, wie die RanGTP-Hydrolyse,
bestimmt werden. Im Anschluss daran können in weiteren OSTR-Transportassays die-
jenigen Proteinfaktoren gefunden werden, die für den retroviralen RRE-RNA Export
essentiell sind. Dafür sollten neben dem fluoreszenzmarkierten Kontrollprotein mög-
lichst alle beteiligten Substrate, Rev, RRE-RNA und Crm1, markiert werden, um sie
unabhängig voneinander zu untersuchen. Somit bestand eine weitere Aufgabe darin,
die bisherige OSTR-Methode auf drei oder maximal vier fluoreszenzmarkierte Spezies
zu erweiteren. Letztendlich sollte die Etablierung eines solchen minimalen RRE-RNA
Exportsystems dazu dienen, die Wirkung von Cofaktoren und pharmakologische Inhibi-
toren zu testen. Dementsprechend wurden die Experimente mit Crm1 und RRE/HH in
Abschnitt [14.3] und Abschnitt [14.4] durchgeführt, um das minimale Transportsystem
für RRE-RNAs zu finden und zu analysieren.
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6. Materialien

Alle verwendeten Chemikalien waren von bester Qualität (zur Analyse) und stammten,
wenn nicht anders angegeben, von den Firmen Fluka bzw. Sigma-Aldrich (Steinheim),
Roth (Karlsruhe) und Merck (Darmstadt). Das Wasser für die Herstellung aller Puf-
fer, Lösungen und Medien wurde mittels einer Milli-Qr-Anlage (Millipore, Eschborn)
deionisiert und filtriert. Es wird in den folgenden Kapiteln mit d. H2O abgekürzt. Bei
amerikanischen Herstellern werden die im Handbuch der deutschen Wirtschaft üblichen
Abkürzungen der US-Bundesstaaten verwendet.

Verbrauchsmaterialien

Filter
Amicon Zentrifugenfilter 4 mL, 15 mL Millipore (Bedford, England)
Zelluloseacetat-Filter FP 30/0.45 CA-S Whatman (Dassel)

FP 30/0.2 CA-S

OSTR-Messarrays
[TC-Größe], µm pitch1, µm Firma
50 x 50, rund 200, 100 Bartels Mikrotechnik (Dortmund)
3 x 3 x 2, eckig 12 Festkörperphysik (Bochum)
3 x 3, rund 12 Bessy AZM (Berlin)
0.5 x 3, rund 3 Bessy AZM (Berlin)
0.25 x 3, rund 2 Bessy AZM (Berlin)

Sonstiges
Dubliersilikon Wirosil 1,2 Bego (Bremen)
Dumont Pinzetten Nr.5 NeoLab (Heidelberg)
Immersionsöl Leica Microsystems (Wetzlar)
Immersionswasser LiChrosolv Merck (Darmstadt)
Konische PP-Röhrchen (15 mL, 50 mL) BD (Franklin Lakes, NJ)
Mikronadeln aus Wolfram (D = 0.125 mm) FST (Foster City, CA)
Nadelhalter (17 cm) FST (Foster City, CA)
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Farbstoffe und Mikroskopobjektive

Farbstoffe
Alexa-568, -488, -532 Invitrogen, Molecular Probes

(Carlsbad, CA)
Atto-637 ATTO-TEC (Siegen)
TexasRed-Dextran 70 kDa Invitrogen, Molecular Probes

(Carlsbad, CA)

Objektive
20x HC PL APO 0.7 ImmCorr CS Leica Microsystems (Wetzlar)

Öl, Glycerin, d. H2O
63x HCX PL APO 1.40-0.60 Leica Microsystems (Wetzlar)

Öl
100x PL FluoTar 1.30 Leica Microsystems (Wetzlar)

Öl

Reagenziensätze

QIAprep Spin Miniprep Kit Quiagen (Hilden)
QIAGEN Plasmid Midiprep Kit Quiagen (Hilden)
QIAprep Gel Extraction Kit Quiagen (Hilden)
T7 Transcription Kit Fermentas (Ontario, Canada)

Puffer und Lösungen

Amphibian Ringer Lösung 88mM NaCl, 1mM KCl, 0.8mM
MgSO4, 1.4mM CaCl2, 5mM
HEPES, pH 7.4

Crm1 Gelfiltrationspuffer 200mM NaCl, 10mM MgCl2
50mM Tris-Base, pH 7.5

Crm-1 Ni-NTA Puffer 300mM NaCl, 50mM NaH2PO4
pH 8.0
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Crm1 Ni-NTA Elutionspuffer 300mM NaCl, 50mM NaH2PO4
pH 8.0, 260mM Imidazol
2mM β-Mercaptoethanol

Crm1 Ni-NTA Lysepuffer 300mM NaCl, 50mM NaH2PO4
pH 8.0, 10mM Imidazol
1µg/mL Proteasemix
2mM β-Mercaptoethanol

Crm1 Ni-NTA Waschpuffer 300mM NaCl, 50mM NaH2PO4
pH 8.0, 10mM Imidazol (Nr.1)
20mM Imidazol (Nr.2)
2mM β-Mercaptoethanol

Crm1 Q-Sepharose Bindepuffer 10mM NaCl, 50mM Tris-Base
pH 8.0

Crm1 Q-Sepharose Elutionspuffer 50mM Tris-Base, pH 8.0
50, 100, 200, 333, 500 mM NaCl

2x Gelshift Probenpuffer 40% [w/v] Saccharose, 30% [v/v]
Glycerin, 50mM EDTA

Kaliumphosphat Puffer 100mM, pH[7.9]
23.7mL 1mM K2HPO4, 2.3mL
1mM KH2PO4

Mock3 Puffer freies Ca2+ ≈ 3µM
10mM NaCl, 90mM KCl, 2.0mM
MgSO4 0.1mM CaCl2, 1.0mM
HEDTA, 10mM HEPES, pH 7.3

5x Nativer Probenpuffer 1M 6-ACA, 50% [v/v] Glycerin
0.1% Bromphenolblau
1M Tris-HCl pH 8.6

10x Nativer Tris-Glycin Laufpuffer 191.9mM Glycin, 23.9mM Tris-Base
pH 8.5

PBS Puffer 137mM NaCl, 2.7mM KCl, 10mM
Na2HPO4, 2mM KH2PO4, pH 7.3
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5x Probenpuffer 50% [v/v] Glycerin, 1M Tris-Base
pH 8.6

50x TAE Puffer 5.7% [v/v] Essigsäure, 50mM
EDTA, 2M Tris-Base, pH 8.0

TSS-Lösung 85% LB-Medium [ohne NAOH]
10% PEG6000, 5% DMSO
50mM MgCl2

Nährmedien und Antibiotika

LB Medium und Agar 10 g/L Trypton, 5 g/L Hefeextrakt
10 g/L NaCl, pH 7.0

für Agarplatten: 15 g/L Agar
+ Selektionsantibiotikum

SOC Medium 20 g/L Trypton, 5 g/L Hefeextrakt
0.5 g/L NaCl, 20mL sterile 1M
Glucoselösung (nach Autoklavieren)

X-Gal Agarplatten LB-Medium, 32µg/mL X-Gal
0.4mM IPTG, 15 g/L Agar
auf ca. 50◦C abkühlen
+ Selektionsantibiotikum

Enzyme, RNS-, DNS- und Protein-Größenstandards

Enzyme
CIP Alkalische Phosphatase (10 U/µl) New England Biolabs (NEB)

(Ipswich, MA)
EcoR1 Endonuklease (50 U/µl) Fermentas (Ontario, Kanada)
HindIII Endonuklease (20 U/µl) NEB (Ipswich, MA)
SalI Endonuklease (20 U/µl) NEB (Ipswich, MA)
T4 DNA-Ligase (400 U/µl) NEB (Ipswich, MA)
T7 RNA-Polymerase (20 U/µl) Fermentas (Ontario, Kanada)
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Nukleinsäure Größenstandards
GeneRuler 1kb DNA Ladder Fermentas
250, 500, 750, 1000, 1500, 2000, 2500 (Ontario, Kanada)
3000, 3500, 4000, 5000, 6000, 8000, 10000 bp
RiboRuler Low Range RNA Ladder Fermentas
100, 200, 300, 400, 600, 800, 1000 nt (Ontario, Kanada)

Protein Größenstandards
LMW Calibration Kit Amersham Biosciences
14.4, 20.1, 30, 43, 67, 94 kDa (Little Calfont, UK)
NativeMark Unstained Protein Standard Invitrogen
20, 66, 146, 242, 480, 720, 1048, 1236 kDa (Carlsbad, CA)
Prestained Protein Molecular Weight Marker Fermentas
19, 25, 34, 49, 85, 117 kDa (Ontario, Kanada)

Chromatographiesäulen

Ni-NTA Agarose Superflow Quiagen (Hilden)
Q-Sepharose Anionenaustauscher GE Healthcare (Uppsala, Schweden)
Superdex G-200 prep grade GE Healthcare (Uppsala, Schweden)

Software

ChemSketch 11.01 ACD (Ontario, Kanada)
Coral Photo Paint 12 Coral Corporation (Ottawa, Kanada)
Ghostview 4.8, Ghostscript 8.57 Ghostgum Software (Russell Lang)
ImageJ 1.37v Wayne Rasband (NIH, USA)
Leica TSC SPE Software Leica Microsystems (Mannheim)
MikTex 2.6 Christian Schenk (Berlin)
Origin 7.0 OriginLab Corporation

(Northampton, MA)
VectorNTI Advance 10 Invitrogen (Carlsbad, CA)
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Bei allen Arbeiten mit RNA oder DNA wurden ausschließlich RNase/DNase freie Lo-
Bind Eppendorfgefäße (Hamburg), Dualfilter Tips für molekularbiologische Arbeiten
(Eppendorf, Hamburg), sowie ein gesonderter Pipettensatz verwendet. Steriles, Nuklea-
se freies d. H2O wurde nicht, wie üblich, mit DEPC hergestellt, sondern bei der Firma
Quiagen (Hilden) bestellt, um unerwünschte Nebenreaktionen bei der chemischen Mar-
kierung der RNA mit Fluoreszenzfarbstoffen zu verhindern.

7.1. Plasmidisolierung aus Escherichia coli

Die Vermehrung der in dieser Arbeit verwendeten Plasmide erfolgt ausschließlich in
Escherichia coli Zellen des Stammes JM109. Aus diesen werden unter Verwendung von
geeigneten Reinigungssystemen, sogenannten „Kits“(Quiagen, Hilden), gereinigte Plas-
mide für Klonierung, Expression oder Sequenzierung gewonnen. Die meisten Plasmide,
z.B. pUC oder pGEM, liegen in einer hohen Kopienzahl pro Bakterienzelle vor und
können bereits aus 4mL einer Übernachtkultur mit einer Zelldichte von etwa 3-4 x
109 Zellen/ml gewonnen werden. Plasmide mit niedriger Kopienzahl (< 10 Kopien pro
Zelle) hingegen werden aus 25mL Kultur gewonnen und mit einer erneuten Präparation
über die mitgelieferten Säulen zusätzlich aufgereinigt. Entsprechend den Herstelleranga-
ben werden die Zellen mittels alkalischer Lyse (200mM NaOH, 1 % SDS) aufgeschlossen
und Fremdstoffe, wie genomische DNA, Proteine und Zellbestandteile durch Fällung
abgetrennt. Nach Zugabe von chaotropen Salzen, wie Guanidinhydrochlorid, wird die
vorgereinigte Plasmid-DNA an die Silikamatrix einer Säule gebunden und nach mehrma-
ligem Waschen mit einem Puffer geringer Salzkonzentration eluiert. Die Plasmid-DNA
kann entweder sofort verwendet oder mit Alkohol gefällt werden. Für die Fällung wird
das Eluat mit 0.7Volumen Isopropanal bei Raumtemperatur (RT) versetzt und 15min
inkubiert. Das gebildete DNA-Pellet wird schließlich mehrmals mit 70 % EtOH gereinigt,
getrocknet und in einem geeigneten Volumen 10mM Tris-HCl, pH 8.5 resuspendiert.

7.2. Restriktion der DNA durch Endonukleasen

Restriktionsendonukleasen vom Typ II schneiden doppelsträngige DNA an spezifischen
Sequenzen, meist an sogenannten Palindromen. In dieser Arbeit werden die Restrikti-
onsendonukleasen der Firma NEB entsprechend den Herstellerangaben im mitgelieferten
Puffer verwendet. Sie dienten einerseits dazu, Plasmid-DNA für die in-vitro Transkripti-
on zu linearisieren oder DNA-Sequenzen (z.B. RRE-Sequenz) für weitere Klonierungen
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aus vorhandenen Plasmiden herauszuschneiden. Die Restriktionen erfolgen dabei mit je
5-15µg Plasmid-DNA für 2 h bei 37 ◦C im Schüttler. Anschließend wird der gesamte Mix
zur Kontrolle auf ein LMP-Agarosegel mit Ethidiumbromid (0.1µg/mL) aufgetragen,
die entsprechende Bande ausgeschnitten und die jeweilige DNA-Sequenz mit Hilfe eines
Gelextraktionssystems (Quiagen, Hilden) aus der Agarose herausgelöst. Nach einer pho-
tometrischen Konzentrationsbestimmung und Reinigung durch Fällung kann die DNA
weiterverwendet oder bei −20 ◦C gelagert werden. Bei Klonierungen wird im Anschluss
an die Restriktion eines der linearisierten Fragmente mit Hilfe der alkalischen Phos-
phatase CIP an dessen Enden dephosphoryliert, um intramolekulare Ligation mit sich
selbst zu verhindern. Die alkalische Phosphatase sollte nach der Reaktion unbedingt ent-
fernt werden, um die darauffolgende Klonierung nicht zu inhibieren. Die Reinigung des
gewünschten dephosphorylierten Fragments kann beispielsweise durch eine präparative
Agarosegelelektrophorese mit anschließender Gelextraktion erfolgen.

7.3. Auftrennung der Nucleinsäuren durch
Agarosegelelektrophorese

Analytische und präparative Trennungen von Nukleinsäure-Fragmenten von bis zu 8 kb
werden durch die horizontale Agarosegelelektrophorese erreicht, bei der die negativ ge-
ladenen Nukleinsäuren im elektrischen Feld entsprechend ihrer Länge getrennt werden.
Das Prinzip der Trennung beruht auf dem Molekularsiebeffekt der Agarose, die nach
dem Aushärten je nach Konzentration (1.0 − 2.0 %) Poren einer bestimmten Größe
ausbildet. Dadurch werden große Nukleinsäure-Fragmente stärker an ihrer Bewegung
gehindert, als kleinere Fragmente. Die Laufstrecke für kleinere Fragmente bis ca. 8 kb
verhält sich hierbei umgekehrt proportional zum Logarithmus der Fragmentlänge. Die
Zuordnung der Fragmentlängen erfolgt durch Vergleich der Laufstrecken mit einem ent-
sprechenden Größenstandard. Eine Lösung mit 1 % Agarose für DNA-Fragmente und
mit 2 % für RNA-Fragmente wird in TAE-Puffer mit 0.1µg/mL Ethidiumbromid bis
zur Auflösung der Agarose erhitzt. Anschließend wird die flüssige Agarose in eine hori-
zontale Gelkammer mit Kamm gegossen und nach dem Abkühlen mit TAE-Puffer, der
0.1µg/mL Ethidiumbromid enthält, überschichtet. DNA- oder RNA-Proben werden mit
5 x TAE Probenpuffer versetzt und auf das Agarosegel aufgetragen. Die elektrophoreti-
sche Auftrennung der Nukleinsäuren erfolgt für etwa 30min bei 10V/cm (Elektroden:
12.5 cm) und RT. Allerdings wird bei RNA-Analysen zur Vermeidung von Kontaminatio-
nen Nuklease freier TAE-Puffer, sowie eine eigene, gereinigte Gelapparatur verwendet.
Bei fluoreszenzmarkierten Nukleinsäureproben wird TAE-Puffer ohne Ethidiumbromid
verwendet und das Gel im Anschluss der Analyse im Ethidiumbromidbad (10µg/ml) be-
handelt. Dabei bewirkt die Interkalation des aromatischen Ethidiumbromid-Farbstoffs
zwischen die Basenstapel der Nukleinsäurekette eine Überlagerung der jeweiligen π-
Ringsysteme. Dies erhöht die Intensität der Ethidiumbromid-Emission nach Anregung
im UV-Bereich bei 320 nm und führt zu einer selektiven Detektion von Nukleinsäuren
im Gel.
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7.4. Ligation von DNA-Fragmenten

Bei der Ligation von DNA-Fragmenten werden zwei beliebige DNA-Moleküle entwe-
der mit komplementären überhängenden Enden oder mit glatten Enden durch die T4
DNA-Ligase in Anwesenheit von ATP enzymatisch miteinander verknüpft. Es kommt
zur Bildung einer Esterbindung zwischen Phosphatrückrat und Desoxyribose. Das mola-
re Verhältnis zwischen Fragment und Plasmidvektor sollte idealerweise zwischen 3 und
5 liegen und wird wie folgt nach Formel [7.1] aus der jeweiligen Basenlänge und der
photometrisch gemessenen Konzentration an DNA bestimmt.

nDNA = (3− 5) · nFragment = VDNA[L] · CDNA[g/L]
lDNA[bp] · 650[g/(mol ∗ bp)] (7.1)

⇒ VDNA = nDNA · lDNA · 650
CDNA

(7.2)

Etwa 300 ng linearisierte und dephosphorylierte Plasmid-DNA wird mit dem nach For-
mel [7.2] berechneten Volumen des gewünschten DNA-Fragments (Insert) vermischt und
nach Zugabe der T4 DNA-Ligase der Firma NEB und des mitgelieferten 10 x T4 Ligase-
puffer über Nacht bei 16 ◦C inkubiert. Der gesamte Ligationsansatz wird schließlich für
eine Hitzeschocktransformation nach [7.8] von JM 109 Zellen verwendet, um mit Hilfe
der Blau-Weiß Selektion nach [7.9] positive Klone zu identifizieren, die das gewünschte
Insert enthalten. Die Orientierung des eingefügten DNA-Fragments wird im Anschluss
mit Hilfe einer analytischen Restriktion nach [7.2] überprüft. Hierfür werden je 5mL LB-
Medium mit einer positiven, weißen Kolonie aus der Blau-Weiß Selektion angeimpft und
über Nacht bei 37 ◦C kultiviert. Anschließend werden die vermehrten Plasmide isoliert
[7.1] und mit einem geeigneten Restriktionsenzym geschnitten. Es eignen sich hierbei
Restriktionsendonukleasen, die je nach Orientierung des Inserts unterschiedlich lange
Fragmente aus dem Plasmid herausschneiden. Nach der analytischen Kontrollrestrikti-
on werden die einzelnen Proben auf einem Agarosegel analysiert und anhand der Länge
des herausgeschnittenen DNA-Fragments die Kolonie mit der richtigen Orientierung des
Inserts identifiziert.

7.5. Fällung von DNA mit Ammoniumacetat

Die Alkoholfällung mit monovalenten Salzen nach D.J. Shapiro98 wird häufig verwendet,
um DNA z.B. für Klonierungen zu reinigen bzw. aufzukonzentrieren. Dabei werden zur
vorliegenden DNA-Lösung je ein Teil [v/v] 5M Ammoniumacetatlösung und 6 Teile [v/v]
100 % EtOH gegeben. Die Fällung der DNA erfolgt entweder über Nacht bei -20 ◦C oder
für Sequenzierungen 2 h bei RT, um eine zu starke Copräzipitation von störenden Salzen
zu verhindern. Anschließend wird die gefällte DNA durch Zentrifugation für 15min bei
12 000 x g und 4 ◦C pelletiert, zweimal mit je 500µl 70 % EtOH gewaschen und das
Pellet 20min bei RT getrocknet. Die DNA kann nach Aufnahme in Nuklease freiem
d. H2O mehrere Monate bei -20 ◦C gelagert werden.
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7.6. Sequenzierung

Die kodierenden DNA-Sequenzen aller verwendeten Expressionsplasmide, sowie der klo-
nierten in vitro-Transkriptionsplasmide werden durch eine Sequenzierung ausgehend
von entsprechenden Primern experimentell überprüft. Die Sequenzierungen werden ex-
tern von der Firma Seqlab aus Göttingen nach der von Sanger entwickelten Kettenab-
bruchreaktion unter Verwendung von fluoreszenzmarkierten Nukleotiden durchgeführt.
Entsprechend den Angaben von Seqlab werden ca. 200-400ng/µl gereinigte salzfreie
Plasmid-DNA mit den jeweiligen Primern [7.1] gemischt.

Tab. 7.1.: Primer für die Sequenzierung von Plasmidinserts

Primer Sequenz 5‘→3‘ Firma

T7 Promotor Primer TAATACGACTCACTATAGGG Promega
T7 Terminator Primer GCTAGTTATTGCTCAGCGG Novagen
SP6 Promotor Primer TATTTAGGTGACACTATAG Promega

7.7. Herstellung kompetenter Escherichia coli für
Hitzeschocktransformationen

Die meisten Bakterienzellen, wie Escherichia coli, nehmen DNA unter normalen Bedin-
gungen nur in sehr begrenztem Umfang auf. Durch eine chemische oder physikalische
Behandlung kann die Aufnahmekapazität erhöht werden d.h. die Zellen werden kompe-
tent gemacht. Besonders hohe Transformationsraten konnten in dieser Arbeit mit der
Polyethylenglycol Methode nach R.J. Klebe59 erzielt werden, dessen Protokoll durch die
Zugabe von zweiwertigen Mg2+-Ionen verbessert wurde. Zur Herstellung einer kompe-
tenten Bakteriensuspension werden 200mL LB-Medium mit 2mL einer Übernachtkultur
des jeweiligen Escherichia coli Stammes angeimpft und ohne Zugabe von Antibiotika
bei 37 ◦C und 300 rpm bis zu einer OD600 von 0.3-0.4 vermehrt. Nach 20min Inkuba-
tion auf Eis werden die Bakterienzellen 10min bei 1200 x g und 4 ◦C pelletiert. Der
Überstand wird verworfen und das Pellet in eiskalter TSS-Lösung resuspendiert. Die
kompetenten Bakterienzellen werden entweder sofort für eine Transformation verwen-
det oder als 100µl Aliquots in fl.N2 schockgefroren. Die Lagerung erfolgt bei -80 ◦C. Eine
Kontrolltransformation der BL21(RIPL)-Zellen mit 0.1 ng Kontrollplasmid (Promega)
pro 100µl kompetenter Zellen ergab eine Transformationseffizienz von 1 x 108 cfu/µl.

7.8. Hitzeschocktransformation von Plasmid-DNA

Neben der sehr effizienten Elektroporation wird die leicht durchführbare Hitzeschock-
methode am häufigsten zur Transformation kompetenter Bakterien verwendet. Die In-
tegrität der Bakterienmembran wird hierbei durch eine plötzliche Temperaturerhöhung
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Tab. 7.2.: Verwendete Bakterienstämme

Bakterienstamm Genotyp Bezugsquelle

BL21(DE3)-RIPL F− ompT, hsdS(r−Bm−B), dcm+, Tetr Stratagene
gall(DE3), endA, Hte[argU proL Camr]
[argU ileY leuW Strep/Specr]

TG1 supE, hsdD5, thiD(lac-proAB) AGPeters
F‘[traD36, proAB+ lacIq lacZ ∆M15]

JM109 recA1, supE44, endA1, hsdR17, gyrA96 Promega
relA1, thiD(lac-proAB)
F‘[traD36 proAB+ lacIq lacZ ∆M15]

gestört und somit die Permeabilität der Zellmembran ausreichend erhöht, um die Auf-
nahme von assoziierter Plasmid-DNA in die Bakterienzelle zu erleichtern. In Anlehnung
an das Protokoll der Firma Stratagene (Cedar Creek, Texas) wird die entsprechende
Menge eines kompetenten Escherichia coli Stammes langsam auf Eis aufgetaut, vor-
sichtig gemischt und je 100µl der Bakteriensuspension in 17x100mm Polypropylenröhr-
chen mit rundem Boden (BD Labware, Le Pont De Claix, Frankreich) gegeben. Das
von Strategene mitgelieferte XL10-Gold β-Mercaptoethanol 1:10 verdünnen und je 2µl
zu den 100µl Aliquots geben, vorsichtig schütteln und die Bakterienzellen 10min un-
ter gelegentlichem Schütteln auf Eis stehen lassen. Nach der Inkubation 1-50 ng des
jeweiligen Expressionsplasmids, sowie 1µl des mitgelieferten pUC18 Kontrollplasmids,
zu den Bakterien geben, vorsichtig schütteln und für 30min auf Eis inkubieren. Die
Transformationsmischungen bei 42 ◦C für 20 s im Wasserbad einem Hitzeschock unter-
ziehen, danach sofort für weitere 2min auf Eis stellen und mit 900µl vorgewärmten
(42 ◦C) SOC-Medium versetzen. Nach einstündiger Vermehrung der Zellen bei 37 ◦C im
Schüttler (250 rpm), jeweils 100µl der ursprünglichen Suspension, sowie 100µl des re-
suspendierten Pellets, auf LB-Platten mit geeignetem Antibiotikum ausplattieren und
über Nacht bei 37 ◦C wachsen lassen, um positive Klone zu selektieren.

Tab. 7.3.: Verwendete Plasmide

Plasmid Genprodukt Selektion Bezugsquelle

pQE60-CRM1 hCrm-1 Ampr AG Peters
pLRedR DsRed-RRE Ampr R.Brack-Werner (GSF)

7.9. Blau-Weiß Selektion zur Identifikation positiver Klone

Viele Expressionsplasmide enthalten zusätzlich zum Replikationsstartpunkt („origin of
replication“) und dem Selektionsgen ein lacZ-Gen, welches innerhalb der sogenannten
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„multiple cloning site“(MCS), einer besonders schnittstellenreichen Klonierungsstelle,
liegt. Diese Plasmide eignen sich für eine Blau-Weiß-Selektion zur Identifikation posi-
tiver Klone, da durch Einbau des gewünschten DNA-Fragments in die MCS das lacZ-
Gen unterbrochen wird. Das lacZ-Gen kodiert im Allgemeinen für das α-Fragment der
β-Galactosidase, so dass die vollständige enzymatische Aktivität nur in Bakterienstäm-
men hergestellt werden kann, die das fehlende ω-Fragment (lacZ∆M15) kodieren. Nach
Ligation des linearisierten Plasmids mit dem gewünschten Insert und Transformation
der kompetenten Bakterien mit der Hitzeschockmethode, werden die Transformations-
ansätze, wie oben angegeben, auf LB-Agarplatten mit X-Gal (Substrat) und IPTG (In-
duktor) ausplattiert. Die Inkubation erfolgt über Nacht bei 37 ◦C im Brutschrank. Im
Anschluss werden die Platten etwa 1 h in den Kühlschrank gelegt. Bei erfolgreicher In-
sertion bleiben die Bakterienkolonien weiß, da deren lacZ-Gen zerstört wurde, während
die negativen Klone blau gefärbt sind.

7.10. in vitro-Transkription zur Herstellung von RNA

Die in vitro-Synthese von RNA mit Hilfe einer entsprechenden RNA-Polymerase eröff-
net die Möglichkeit längere RNA-Sequenzen mit mehr als 80Nukleotiden herzustellen,
die für eine chemische Synthese nicht zugänglich sind. Vorraussetzung für eine erfolgrei-
che in vitro-Transkription ist die Linearisierung des DNA-Plasmids mit dem jeweiligen
Insert und das Vorhandensein einer geeigneten Promotorregion für die Bindung der
RNA-Polymerase. Die in vitro-Transkription wird mit dem T7-Transkriptionskit der
Firma Fermentas (Ontario, Canada) durchgeführt. Für den Transkriptionsmix werden
10µl Transkriptionspuffer, 2µl (50 units) Ribonuclease Inhibitor, je 2.5µl von jedem
Ribonukleotid (40mM Stammlösung), 1µg der jeweiligen linearisierten Plasmid-DNA
bzw. 1µg Kontrollplasmid (pTZ19R mit 341 bp Insert), sowie 1.5µl (30 units) der T7
RNA Polymerase gemischt und mit sterilem Nuklease freiem d. H2O auf 50µl aufge-
füllt. Den Mix vorsichtig vortexen, anschließend kurz herunterzentrifugieren und 2 h bei
37 ◦C im Schüttler inkubieren. Zum Stoppen der Reaktion, die Proben für 1 h bei -20 ◦C
einfrieren. Die Analyse erfolgt mittels Agarosegelelektrophorese und einem entsprechen-
den RNA-Größenstandard, um das jeweilige Transkript zu identifizieren. Zur weiteren
Verwendung wird die RNA durch eine Lithiumchlorid-Fällung von Proteinbestandtei-
len und freien Nukleotiden gereinigt. In dieser Arbeit wurden die Plasmidkonstrukte
aus der folgenden Tabelle [7.4] selbst hergestellt und für eine in vitro-Transkription der
RRE-RNA verwendet.

7.11. RNA-Fällung mit Lithiumchlorid

Die im Abschnitt [7.5] beschriebene Methode der Alkoholfällung nach D.J. Shapiro98

zur Aufkonzentrierung und Reinigung von Nukleinsäuren kann unter Verwendung von
Lithiumchlorid anstelle von Ammoniumacetat zur spezifischen Fällung von RNA aus
DNA/RNA-Mischungen, wie z.B. aus einem in vitro-Transkriptionsansatz verwendet
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Tab. 7.4.: Plasmide für die in vitro-Transkription

Vector Spezifikation Firma Insert Linearisierung
mit

pGEM-3Zf(+) Ampr Promega RRE-RNA (a) SalI
T7,SP6 Promotor 380 nt (b) HindIII
lacZ KpnI

pTZ-19R Ampr Fermentas RRE-RNA EcoRI
T7 Promotor 380 nt
lacZ KpnI

werden. Zur Fällung der RNA wird der gesamte Transkriptionsansatz mit 0.1Volumen
8M LiCl-Lösung und 2.5Volumina eiskaltem 100 % EtOH versetzt und für 2 h bei -20 ◦C
gelagert. Nach der Zentrifugation des Ansatzes für 20min bei 4 ◦C und 13 000 rmp, wird
der Überstand verworfen und das RNA-Pellet mehrmals mit 70 % EtOH gewaschen. Die
Pelletierung der RNA nach jedem Waschschritt erfolgt wie vorher angegeben. Anschlie-
ßend das RNA-Pellet für 10min bei RT trocknen lassen und in einer geeigneten Menge
Nuklease freiem d. H2O aufnehmen.

7.12. Konzentrationsbestimmung von Nukleotiden

Die photometrische Bestimmung der DNA bzw. RNA Konzentration erfolgt durch Mes-
sung der typischen Absorption der Purin- bzw. Pyrimidinnukleotide bei 260 nm. Eine
photometrische Unterscheidung zwischen RNA und DNA ist somit nicht möglich, ledig-
lich Proteinkontaminationen können bis zu einem gewissen Grad anhand des Verhältnis-
ses der Absorptionen bei 260 und 280 nm ermittelt werden. Kommerziell erhältliche Bio-
photometer geben deshalb bei der Konzentrationsmessung von Nukleinsäuren standard-
mäßig das Verhältnis von OD260 zu OD280 an, welches bei einer sauberen Präparation
zwischen 1.8-2.0 liegen sollte. Die RNA-Proben werden je nach Konzentration 1:50 bzw.
1:100 in einer für Messungen im UV-Bereich geeigneten Mikroküvette verdünnt. Die
anschließende Absorptionsmessung erfolgt hierbei mit einem Eppendorf Biophotometer
(Eppendorf, Hamburg).
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Charakterisierung von Proteinen

8.1. Bradford Konzentrationsbestimmung von Proteinen

Die Konzentrationsbestimmung der verwendeten Proteine erfolgt nach der von M.M.
Bradford14,15 entwickelten Methode, welche sich im Vergleich zur Biuret- oder Lowry-
Methode durch eine höhere Spezifität d.h. geringere Störanfälligkeit und eine höhere
Sensitivität auszeichnet. Bei der Bradford-Methode bewirken hydrophobe, sowie Van-
der-Waals-Interaktionen des Coomassie Brilliant Blue G250 Farbstoffes mit den basi-
schen (His, Lys) und aromatischen (Tyr, Phe, Try) Aminosäureresten eines Proteins,
eine Verschiebung des Absorptionsmaximums des Farbstoffes von 470 nm zu 595 nm.
Dies entspricht der in Abbildung [8.1] gezeigten Umwandlung von einer kationischen in
eine anionische Form:

Tab. 8.1.: Bradfordreaktion: Coomassie Brilliant Blue Reaktionsgleichgewicht

OH− OH−

Anionischer Farbstoff � Neutraler Farbstoff � Kationischer Farbstoff
H+ H+

595 nm (blau) 650 nm (grün) 470 nm (rot)

Die konzentrierte Farbstofflösung in Methanol/Phosphorsäure (Biorad, München) wird
nach den Herstellerangeben 1:5 verdünnt und zunächst für die Bestimmung einer Eich-
geraden mit BSA verwendet. Hierfür wird eine 1mg/mL BSA-Stammlösung angesetzt,
von der jeweils 1.0-13.0µL (1.0-13.0µL/mL) in einer Küvette vorgelegt werden. Je 1mL
der verdünnten Coomassie Brilliant Blue G250 Farbstofflösung wird zu den Protein-
standards gegeben, wobei durch mehrmaliges Pipettieren eine optimale Durchmischung
erreicht wird. Nach 20min Inkubationszeit wird mit einem Biophotomoter (Eppendorf,
Hamburg) die Absorption der Proteinproben bei 595 nm gegen einen Leerwert gemessen.
Die aus einer Dreifachbestimmung gemittelten Absorptionswerte werden gegen die BSA-
Konzentration aufgetragen und mittels linearer Regression wird eine Geraden durch die
Messpunkte gelegt. Die Konzentrationsbestimmung aller in dieser Arbeit verwendeten
Proteinproben erfolgt durch Einsetzen des aus einer Dreifachbestimmung gemittelten
Absorptionswertes bei 595 nm in die Geradengleichung aus der Eichreihe. Ein rein qua-
litativer Bradford-Schnelltest zur Identifikation proteinhaltiger Proben wird in Anleh-
nung an obiges Protokoll mit je 10µl Probe und je 100µl Bradfordreagenz auf einer
Elisa-Platte durchgeführt.
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8.2. Fluoreszenzmarkierung von Cysteinresten mit
Farbstoff-Maleimid

Die Markierung von Proteinen mit Fluoreszenzfarbstoffen erfolgt über chemisch akti-
vierte Fluorophore, deren reaktive Gruppen sowohl mit primären Aminen als auch mit
Thiolgruppen reagieren können. In dieser Arbeit wurden ausschließlich Fluorophore mit
einer Maleimidgruppe verwendet, die spezifisch mit den Thiolgruppen der Cysteine rea-
gieren, sofern diese frei zugänglich auf der Proteinoberfläche liegen. Sind keine Cysteine
im Protein vorhanden oder zugänglich, so können durch eine Modifikation des Expressi-
onsplasmids auch Cysteine an einem der beiden Enden des Proteins angehängt werden.
Die folgenden Reaktionsschemata [8.1,8.2] zeigen die einzelnen Reaktionsschritte bei der
Cysteinmarkierung mit einem Farbstoff-Maleimid:

Abb. 8.1.: Reduktion der Disulfidbrücken mit TCEP

Abb. 8.2.: Reaktion eines Farbstoff-Maleimids mit der Thiolgruppe eines Cysteins

Mindestens 1-2mg des jeweiligen Proteins, gelöst in geeignetem Puffer, werden mit ei-
nem 10 x Überschuss einer 100mM Stammlösung von TCEP oder DTT versetzt. Dabei
ist darauf zu achten, dass nur geringe Volumina an reduzierendem Agens zugegeben
werden. Wird DTT als reduzierendes Agens verwendet, muss dieses wegen der vorhan-
denen Thiolgruppen vor der Markierung durch Dialyse oder Pufferaustausch entfernt
werden. Für den Pufferaustausch eignen sich Amicon-Ultra Zentrifugenfilter (Millipore,
Bedford Massachusetts) mit jeweils passendem Ausschlussvolumen. Nach Zugabe von
TCEP oder DTT wird die Proteinlösung für 10min bei RT inkubiert. Anschließend
wird ein 5 x Überschuss an Farbstoff unter leichtem Vortexen der Probe hinzugefügt.
Die Kopplungsreaktion erfolgt im Dunkeln für 2 h bei RT. Der freie ungebundene Farb-
stoff wird über eine Gelfiltrationssäule vom fluoreszenzmarkierten Protein abgetrennt
und die Proteinlösung mit Hilfe geeigneter Amicon-Ultra Zentrifugenfilter (Millipo-
re, Bedford Massachusetts) eingeengt. Nach einer Bradford-Konzentrationsbestimmung
und Absorptionsmessung in einem Einstrahl-UV/VIS-Spektrometer zur Berechnung des
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8.3. Gelfiltration zur Abtrennung des freien Farbstoffs

Markierungsgrades wird das fluoreszenzmarkierte Protein aliquotiert und zur Lagerung
bei -80 ◦C in fl.N2 schockgefroren.

Tab. 8.2.: Liste der hergestellten Fluoreszenzmarkierungen

Protein Markierung Reduktion mit Markierungsgrad

MBP Atto-637-Maleimid DTT 0.468
MBP Alexa-546-Maleimid TCEP 0.284
BSA Atto-637-Maleimid TCEP, DTT 0.398
CRM-1 Alexa-568-Maleimid TCEP 2.421

8.3. Gelfiltration zur Abtrennung des freien Farbstoffs

Zur Trennung von markierten Proteinen und ungebundenem Farbstoff eignet sich die
auf einer Größenselektion beruhende Gelfiltration, bei der die Laufgeschwindigkeit klei-
nerer Moleküle im Gegensatz zu größeren Molekülen aufgrund ihrer lateralen Diffusion
zwischen dem Poreninneren der Gelmatrix und der mobilen Phase verringert wird. Et-
wa 2.3 g Bio-Gel P-6 aus porösen Polyacrylamid-Beads mit einem Porendurchmesser
von 45-90µm (Biorad, Hercules California) werden in einem für das jeweilige Protein
geeigneten Puffer resuspendiert. Nach der Sedimentation des Gelmaterials den Über-
stand abnehmen, 2 x mit etwa 50ml Puffer waschen und anschließend die Gelmatrix
für 1-2 h bei RT quellen lassen. Das erneut im Puffer resuspendierte Gel wird zügig
in eine Säule gegossen. Nach dem Verdichten der Säule, den Puffer soweit herauslau-
fen lassen, dass sich der Flüssigkeitsmeniskus am oberen Rand der Gelmatrix befindet.
Vorsichtig etwa 1-2mg Protein pro Säule auftragen, nach dem Einwandern der Pro-
be in die Gelmatrix, die Säule mit Puffer auffüllen und das vom Farbstoff getrennte
fluoreszenzmarkierte Protein in je 100µl Fraktionen sammeln. Die Aufkonzentrierung
der verdünnten Proteinproben erfolgt nach den Herstellerangaben in Amicon-Ultra Zen-
trifugenröhrchen (Millipore, Bedford Massachusetts) mit geeigneter Ausschlussgrenze.
Eine schnellere Abtrennung freier Farbstoffmoleküle oder kleinerer Fragmente für eine
höhere Reinheit der OSTR-Dichtigkeitskontrollen kann bei kleineren Probenvolumina
(≤ 150µl) mit Microspin G25 Säulen (GE Healthcare, Uppsala Schweden) oder alter-
nativ mit Microcon-Zentrifugenfiltern (Millipore, Bedford) erreicht werden.

8.4. Bestimmung des Markierungsgrades

Bei quantitativen Analysen in der Fluoreszenzmikroskopie werden genaue Angaben zur
Konzentration der jeweiligen fluoreszierenden Spezies benötigt, so dass nach der Kopp-
lung eines Fluorophors an ein Protein die Bestimmung des Markierungsgrades notwendig
wird. Der Markierungsgrad beschreibt das Verhältnis zwischen Fluorophorkonzentration
und Proteinkonzentration, so dass bei einemWert von 1 im Durchschnitt je 1 Fluorophor
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an ein Protein gekoppelt ist. Zur Bestimmung wird eine ausreichende Menge an mar-
kiertem Protein in eine Mikroküvette mit 1 cm Durchmesser gegeben und die Absorp-
tion A des jeweiligen Fluorophors an der Stelle des Absorptionsmaximums in einem
Einstrahl-UV/VIS-Spektrometer der Firma Milton Roy (Ivyland, Pennsylvania) gegen
einen Pufferleerwert gemessen. Aus dem Lambert-Beerschen-Gesetz nach Formel [8.2]
kann dann die Konzentration des Fluorophors [J] bestimmt werden.

lg
I

I0
= −ε · [J ] · d = lgT = −A (8.1)

d : Durchmesser der Küvette d.h. Wegstrecke durch die Probe

ε : molarer Absorptionskoeffizient

I : Intensität der Strahlung nach der Wegstrecke d

I0 : Intensität der einfallenden Strahlung vor der Probe

8.5. SDS-Polyacrylamid Gelelektrophorese

Die analytische Auftrennung von Proteinen nach deren Größe erfolgt mit einer dis-
kontinuierlichen Polyacrylamidgelelektrophorese nach B.J. Davis21 und U.K. Laemm-
li.63 Dabei werden die Proteine in Anwesenheit des reduzierenden β-Mercaptoethanols
durch das Detergenz Natriumdodecylsulfat (SDS) denaturiert und deren Eigenladung
durch Bindung der negativ geladenen Dodecylsulfatanionen maskiert. Folglich weisen
alle Proteine annähernd gleiche Ladungs-Masse-Verhältnisse auf d.h. die Menge an ge-
bundenen Dodecylsulfatanionen ist ungefähr proportional zum Molekulargewicht und
unabhängig von der Aminosäuresequenz. Aufgrund des Molekularsiebeffekts der Poly-
acrylamidmatrix werden die negativ maskierten Proteine im elektrischen Feld nur noch
nach ihrem Stokes-Radius und somit nach ihrem Molekulargewicht (MG) aufgetrennt.
Die Trennung von Proteinen mit MG zwischen 30-140 kDa erfolgt mit 10 % und mit MG
zwischen 14-70 kDa mit 12 % Trenngelen [8.3], die zur Polymerisation in ein vertikales
Gelkammersystem (Biorad, München) gegossen und anschließend mit einer wasserge-
sättigten Butanollösung überschichtet werden. Zur Erhöhung der Bandenschärfe wird
das Trenngel mit einem großporigen 5 % Sammelgel überschichtet, in dem durch einen
Kamm Geltaschen ausgeformt werden.

Verantwortlich für die Bandenschärfe ist neben dem Tris-Glycin-Laufpuffer vor allem der
pH-Unterschied zwischen dem Sammelgel (pH[6.8]) und dem Trenngel (pH[8.8]), da die
Proteine zwischen der vorlaufenden Chloridionenfront und der nachlaufenden Glycin-
front aufgrund des starken Potentialgradienten verdichtet werden. Alle Proteinproben
werden mit SDS-haltigem 5 x Probenpuffer versetzt, für 5min auf 95 ◦C erhitzt und
jeweils maximal 10µl pro Tasche auf das Gel aufgetragen. Die Elektrophorese erfolgt
im Tris-Glycin Laufpuffer bei RT und einer konstanten Stromstärke von 25mA je Gel
(8.4 x 6 x 0.75 cm) für etwa 60min. Als Molekulargewichtsstandard dient ein LMW-
Marker, bestehend aus sechs verschiedenen Proteinen (Amersham Biosciences, Little
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8.6. Native Polyacrylamid Elektrophorese - Tris/Glycin System

Tab. 8.3.: Herstellung der Polyacrylamidlösungen für SDS-PAGE

Angaben pro Gel
Komponenten Trenngel Sammelgel

10% 12% 5%
d. H2O 2.35 ml 2.1 mL 0.72 mL
Acrylamid Mix 40% 1.25 mL 1.5 mL 0.125 mL
1.5 M Tris (pH 8.8) 1.3 mL 1.3 mL -
1.0 M Tris (pH 6.8) - - 0.13 mL
10% SDS Lösung 50 µl 50 µl 10 µl
10% Amps 50 µl 50 µl 10 µl
TEMED 2 µl 2 µl 1 µl

Calfont UK). Nach dem Lauf werden die Gele 3 x je 5min mit d.H2O gespült, nach kur-
zem Aufkochen mit der SimplyBlue Färbelösung (Invitrogen, Carlsbad CA) für weitere
15min gefärbt und zur Erhöhung des Bandenkontrastes mit d. H2O für 1 h entfärbt.
Die Molekulargewichte der untersuchten Probenproteine werden ermittelt, indem der
Logarithmus des Molekulargewichts der Markerproteine gegen deren relative Mobilität
im Gel aufgetragen und eine Eichgerade angenähert wird. Zur Dokumentation der Gele
wird das Gelscannersystems „Multi Image Light Cabinet“(Alpha Innotech Corporation,
San Leandro CA) verwendet.

8.6. Native Polyacrylamid Elektrophorese - Tris/Glycin System

Im Gegensatz zur SDS-PAGE wird bei der Nativen Gelelektrophorese kein Detergenz
hinzugefügt und die Proteine bleiben in ihrer nativen d.h. aktiven Konformation erhal-
ten. In dieser Arbeit wurde die Native Polyacrylamid Elektrophorese zum Nachweis der
intramolekularen Komplexbildung von RevGFP genutzt, die in Anwesenheit des synthe-
tisierten Cy3-RRE/HH Fragments unterbunden wird. Im nativen Gel wird die Ladung
des untersuchenden Proteins bestimmt durch dessen isoelektrischen Punkt (pI) und dem
jeweiligen pH-Wert des Laufpuffers. Der pH-Wert sollte hierbei so gewählt werden, dass
die Proteine negativ geladen sind und zur Kathode wandern. Die Wanderungsgeschwin-
digkeit hängt in diesem Fall von der Größe des Proteins, seiner Ladung, der Gelmatrix
und dem pH-Wert des Trenngels ab. Alle letztgenannten Komponenten sind bei diesem
Versuch unverändert, so dass nur noch die Größe der RevGFP-Komplexe im Vergleich
zum Monomer eine Rolle spielen. Das RevGFP-Protein besitzt einen theoretischen pI-
Wert von etwa 5.98, so dass ein nativer Tris-Glycin Laufpuffer mit einem pH von 8.5
verwendet wird. Es werden ein 8 % Trenngel und ein 4 % Sammelgel gegossen.

Nach der Polymerisation wird das Native Polyacrylamidgel in die Kammer eingespannt
und für 1 h im Kühlraum bei 4 ◦C und 80V mit nativem Tris-Glycin Laufpuffer äquili-
briert. Anschließend werden 0.1 nmol RevGFP-StrepTag (4.05µg) bzw. GFP-StrepTag
mit der äquimolaren Menge an RRE-RNA versetzt und 10min bei RT inkubiert. Vor
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Tab. 8.4.: Herstellung der Polyacrylamidlösungen für native PAGE

Angaben pro Gel
Komponenten Trenngel Sammelgel

8% 4%
d. H2O 2.6 ml 0.625 mL
Acrylamid Mix 40% 1.0 mL 0.1 mL
1.5 M Tris (pH 8.8) 1.3 mL
0.5 M Tris (pH 6.8) 0.25 mL
10% Amps 50 µl 10 µl
TEMED 3 µl 1 µl

dem Auftrag aufs Gel werden die Proben noch mit der entsprechenden Menge an 5 x
nativem Probenpuffer ohne Bromphenolblau und β-Mercaptoethanol vermischt, sowie
gegebenfalls mit 1 x Laufpuffer verdünnt. Als Größenstandard dient der ungefärbte „Na-
tiveMark“Protein Standard (Invitrogen, Carlsbad CA). Die elektrophoretische Trennung
der einzelnen Komplexe erfolgt über Nacht (ca. 17 h) im Kühlraum bei 4 ◦C und 30V,
dabei wird die Gelapparatur noch zusätzlich im Eisbad gekühlt, um ein Überhitzen des
Gels während der langen Laufzeit zu verhindern. Die Banden werden, entsprechend der
Angaben bei der SDS-PAGE, durch Färbung mit „SimplyBlue“Färbelösung (Invitrogen,
Carlsbad CA) sichtbar gemacht und anschließend dokumentiert.

8.7. Gel-Shift Assay als Bindungsnachweis

Die Grundlage des sogenannten Gel-Shift Assays zum Nachweis von Bindungen zwi-
schen Proteinen und Nukleinsäuren, wie zwischen RevGFP und dem Cy3-RRE/HH
Fragment, bildet die horizontale Agarosegelelektrophorese aus Abschnitt [7.3]. Im Falle
einer Bindung zwischen Protein und RNA ergibt sich im Vergleich zur nackten RNA
ein deutlich höherer hydrodynamischer Radius und damit aufgrund der kleinen Poren
der Agarosematrix eine deutlich verlangsamte d.h. retardierte Wandergeschwindigkeit,
die zu dem beobachteten Shift der detektierten RNA-Bande führt. Es werden je 2.11µg
(0.1 nmol) Cy3-RRE/HH Fragment mit einem 4 x molaren Überschuss an RevGFP-
StrepTag (7.5µl) versetzt. Dementsprechend wird als Negativkontrolle ein 4 x molarer
Überschuss an GFP-StrepTag (5.07 µl) zur RNA-Probe gegeben. Als Referenz für die
Laufstrecke von reiner RNA dient eine weitere Cy3-RRE/HH Probe, zu der nur 7.5µl
d.H2O hinzugefügt werden. Nach der Inkubation der Proben für 20min bei RT werden
jeweils 1µl von jedem Ansatz mit 1µl 2 x Gelshift-Probenpuffer und 1µl Mock3 Puffer
gemischt und vollständig auf das 2 % Agarosegel mit Ethidiumbromid (0.1µg/mL) auf-
getragen. Die Elektrophorese erfolgt unter den in Abschnitt [7.3] genannten Standardbe-
dingungen mit einer geringeren Spannung von 5.0V/cm (Elektrodenabstand: 12.5 cm).
Aufgrund der Ethidiumbromid Interkalation können die RRE/HH Fragmente mittels
eines UV-Transilluminators bei 320 nm sichtbar gemacht und durch das Gelscanner-
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system „Multi Image Light Cabinet“(Alpha Innotech Corporation, San Leandro CA)
festgehalten werden.
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9. Herstellung und Reinigung rekombinanter Proteine

9.1. Prokaryotische Proteinexpression mit Hilfe des Lac-Promotors

Größere Mengen eines gewünschten Proteins können in Prokaryonten wie Escherichia
coli rekombinant hergestellt werden. Dabei wird ein kodierender Plasmid mit einem
lac-Operon vor der jeweiligen Proteinsequenz durch Transformation in die Bakterien-
zellen eingebracht. Das lac-Operon ermöglicht über eine Promotorregion das spezifische
Anschalten der Genexpression nach Zugabe eines Induktors, der an den lac-Repressor
bindet, so dass dieser von der Promotorregion abdissoziiert und somit die Bindestelle
für die RNA-Polymerase freigibt. Bei Bakterien, die ein lacI Gen enthalten, wird IPTG
als Induktor verwendet, welcher in der mittleren Wachstumsphase der Bakterien bei
einer OD600 von 0.5-1.0 in einer Konzentration zwischen 0.01-5mM zur Bakterienkultur
gegeben wird. Die so induzierte Proteinexpression führt im Vergleich zu den E.coli Pro-
teinen zu einer um 30 % gesteigerten Menge an rekombinantem Protein. Aufgrund einer
geringeren Auswahl an Codons für einzelne Aminosäuren wie Arginin, Leucin, Prolin
empfiehlt es sich bei der Expression längerer humaner Proteine, einen Bakterienstamm
zu wählen, bei dem diese seltenen t-RNAs auf einem zusätzlichen Plasmid codiert sind.
Die folgenden Proteine [9.1] wurden in dieser Arbeit, wenn nicht anders angegeben, in
BL21(DE3)-RIPL Zellen (Fermentas, Ontario Canada) exprimiert.

Tab. 9.1.: In dieser Arbeit verwendete Proteine und deren Molekulargewichte

Protein [MG],kDa Herstellung

MBP 40.6 Katja Zerf (AG Peters)
BSA 66.4 Sigma-Aldrich (Steinheim)
Crm1 123.4 selbst hergestellt in TG-1
GFP 26.9 Katja Zerf (AG Peters)
GFP-StrepTag 27.9 Kamyar Hadian (GSF, Neuherberg)
RevGFP-StrepTag 40.9 Kamyar Hadian (GSF, Neuherberg)
RanGTP 24.9 Christine Nowak (MPI, Dortmund)
RanGDP 24.9 Katja Zerf (AG Peters)

9.2. Zellaufschluss mit Ultraschall

Das gewaschene Bakterienpellet wird in einem für das jeweilige Expressionsprotein geeig-
neten Lysepuffer mit Proteaseinhibitoren (je 1µl/mL Pepstatin, Leupeptin, und 0.1mM
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PMSF) und 2mM β-Mercaptoethanol resuspendiert, so dass nach dem Quiagen Ex-
pressionshandbuch bei dem gegebenen Expressionslevel eine Proteinkonzentration bis
maximal 20mg/mL erreicht wird. Die Bakteriensuspension wird in 5mL Aliquots auf
vorgekühlte 14mL konische Falcon-Röhrchen verteilt und mit Hilfe von Ultraschall auf-
geschlossen. Hierfür wird die Mikrospitze des Branson Sonifier 250 (Brandson, Danbury
CT) bis knapp über dem Boden der konischen Röhrchen in die Bakteriensuspension
eingetaucht, um ein zu starkes Schäumen der Suspension zu verhindern. Anschließend
werden die eisgekühlten Bakterien 5 x bei 50 % DutyCycle und Stufe 5, mit kurzen 30 s
Ultraschallpulsen lysiert, wobei zwischen jedem Lysezyklus je 30 s pausiert wird, um
eine Überhitzung der Probe zu vermeiden.

9.3. Affinitätschromatographie mit Ni-NTA Agarose

Die Liganden-Affinitätschromatographie mit Metallchelaten nach E. Hochuli46 dient der
spezifischen Reinigung eines exprimierten Proteins aus Gemischen nach der Bakterien-
lyse. Hierbei werden sogenannte Affinitätstags, wie z. B. 6-10Histidinreste, moleku-
larbiologisch an den C- oder N-Terminus der Proteinsequenz angehängt. Ein solches
poly-Histidintag bindet spezifisch an die über einen Nitrilotriessigsäure (NTA)-Chelaten
immobilisierten Ni2+ Kationen der jeweiligen Matrix [9.1], so dass alle unspezifisch asso-
ziierten Proteine wie Metalloproteasen oder histidinreiche Proteine durch mehrmaliges
Waschen entfernt werden können. Unspezifische Wechselwirkungen werden durch Zuga-
be von Detergenzien wie Triton100, hohe Ionenstärke des Puffers oder durch Zugabe von
β-Mercaptoethanol vermindert. Das jeweilige Protein mit His-Affinitätstag kann entwe-
der durch eine sprunghafte Erniedrigung des pH-Wertes auf 4.5-5.3 oder durch Zugabe
eines konkurrierenden Liganden wie Imidazol stufenweise eluiert werden.

Abb. 9.1.: Ni2+-Metallzentrum komplexiert mit Nitrilotriessigsäure (NTA) und Histidin

In dieser Arbeit wird ausschließlich Ni-NTA Agarose der Firma Quiagen (Hilden) als
Matrix verwendet. Je nach Konzentration des exprimierten Proteins die geeignete Men-
ge an Ni-NTA Agarose mit 10mL d. H2O von den Ethanolrückständen befreien und
zweimal mit je 10mL Waschpuffer äquilibrieren. Die Bindekapazität der Ni-NTA Aga-
rose von Quiagen beträgt 5-20mg/mL Matrix. Abhängig vom Expressionlevel wird das
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Bakterienpellet für den Zellaufschluss nach [9.2] in der geeigneten Menge Lysepuffer mit
10mM Imidazol resuspendiert. Den Überstand aus der Bakterienlyse mit dem jeweiligen
affinitätsmarkierten Protein zur äquilibrierten Ni-NTA Matrix geben, inkubieren, zwei-
mal mit Waschpuffer (20-50mM Imidazol) waschen und bei einer Imidazolkonzentration
von 100-300mM stufenweise eluieren.

9.4. Gelfiltration

Die Abtrennung von niedermolekularen Verunreinigungen mit geringerem hydrodynami-
schen Radius erfolgt mit der Größen selektiven Gelfiltration. Deren Trennprinzip beruht
auf dem molekularen Siebeffekt einer porösen Gelmatrix aus quervernetzter Agarose und
kovalent gebundenen, unlöslichen Dextranketten. Im Gegensatz zu kleineren Molekülen,
die sich im Partikelvolumen verteilen können, werden größere Moleküle an der Diffusion
in die Gelporen gehindert. Sie wandern ohne Retardierung durch das Gelkompartiment
und werden zu einem früheren Zeitpunkt eluiert. Wegen der relativ schlechten Auflösung
und der starken Verdünnung der Probe eignet sich die Gelfiltration nur als eine ergän-
zende Reinigungsmöglichkeit zu anderen chromatographischen Verfahren. Das Superdex
G-200 Agarosegel (max.Flussrate: 10-50 cm/h) wird bei 4 ◦C in kaltem Probenpuffer re-
suspendiert und kontinuierlich in eine 1.5 x 58 cm FPLC-taugliche Glaskapillare (Phar-
macia, GE Healthcare Uppsala Schweden) gegossen. Die Säule wird anschließend an
das Pharmacia FPLC-System angeschlossen, bei einer Flussrate von 1.5mL/min weiter
verdichtet und mit einem Säulenvolumen Probenpuffer äquilibriert. Für die präparative
Gelfiltration werden etwa 1mL Lösung mit bis zu 5mg Proteingehalt über eine Proben-
schleife aufgetragen und bei einer Flussrate von 0.8mL/min getrennt. Die Detektion der
Proteine erfolgt mit einem UV-Detektor (Pharmacia, GE Healthcare, Uppsala Schwe-
den) bei einer Wellenlänge von 280 nm. Die gesammelten 2mL Fraktionen werden mit
einem Bradford-Schnelltest nach [8.1] und einer SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese
nach [8.5] auf Proteingehalt und Trennerfolg hin überprüft. Anschließend werden die
jeweiligen Fraktionen für die weitere Verwendung gepoolt und mit Amicon- Ultra Zen-
trifugenfiltern (Millipore, Bedford MA) bis zur gewünschten Konzentration eingeengt.

9.5. Anionenaustausch-Chromatographie

Bei der Ionenaustausch-Chromatographie binden Proteine in Abhängigkeit vom pH-
Wert des Puffers und ihrem isoelektrischen Punkt an die kationischen oder anioni-
schen Gruppen einer Gelmatrix und können wegen der elektrostatischen Wechselwir-
kung durch eine Erhöhung der Ionenstärke des Puffers leicht eluiert werden. Die hier
verwendete Q-Sepharose enthält immobilisierte quartäre Ammoniumionen mit einer ho-
hen Affinität für anionische Substrate. Deshalb sollte der pH-Wert des verwendeten
Q-Sepharosepuffers mindestens eine pH-Einheit über dem pI-Wert des jeweiligen Pro-
teins liegen d.h. im Fall von Crm1 (pI = 5.7) bei pH ≥6.7, um eine ausreichend stabile
elektrostatische Bindung zu erreichen. Die Bindekapazität der verwendeten Q-Sepharose
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„Fast Flow“(GE Healthcare, Uppsala Schweden) liegt bei 0.18mmol/mL, wobei davon
nur 10-20% d.h. 18-36µM/mL genutzt werden. Die Crm1-Gelfiltrationsfraktionen wer-
den zunächst mit Amicon-Ultra Zentrifugenfilter eingeengt und aufgrund des hohen
Salzgehalts gegen den Q-Sepharose Bindepuffer umgepuffert. Zur leichteren Handha-
bung werden für etwa 11µM Crm1 1.5mL Gelmatrix entnommen und zweimal mit je
10mL Bindepuffer gewaschen. Die Zentrifugation erfolgt für jeweils 5min bei 4 ◦C und
3000 rpm. Crm1 bei 4 ◦C für 10min unter leichtem Schütteln an die Matrix binden las-
sen, anschließend eine Säule gießen und die Sepharose 2 x mit je 3mL kaltem Bindepuffer
waschen. Die Elution erfolgt bei 4 ◦C stufenweise mit ansteigender NaCl-Konzentration
(50, 100, 200, 333 und 500mM), wobei je 500µl Fraktionen gesammelt werden. Die
weitere Analyse erfolgte wie in Abschnitt [9.4] angegeben.

9.6. Ammoniumsulfatfällung

Die Löslichkeit eines Proteins wird maßgeblich durch die Beschaffenheit des wässrigen
Lösungsmittels, dessen Ionenstärke, pH-Wert und Temperatur bestimmt. Dabei können
Proteine bei geringer Salzkonzentration wegen des abschirmenden Effekts der Gegenio-
nen (Debey-Hückel) zunächst in Lösung gebracht werden, bis sie dann ab einer bestimm-
ten Salzkonzentration präzipitiert werden, was als Aussalzen bezeichnet wird. Letzteres
Verhalten ist vollständig reversibel und wird nach F. Hofmeister47 auf eine Reduktion
der verfügbaren solvatisierenden Lösungsmittelmoleküle zurückgeführt, da die zugege-
benen Salzionen mit dem Protein um die Solvathüllen konkurrieren. Dies bedeutet, dass
bei Mangel an Solvationen die Interaktion zwischen Protein und Lösungsmittel einen
geringeren energetischen Beitrag zur freien Gibbs-Energie leistet, als die intramolekula-
ren Protein-Protein Interaktionen. So kommt es zur Aggregation des Proteins und zur
Bildung eines Präzipitats. Bei der Fraktionierung von Proteingemischen werden durch
Zugabe steigender Ammoniumsulfatkonzentrationen bestimmte Untergruppen vonein-
ander getrennt. In dieser Arbeit wurde die Ammoniumsulfatfällung als Vorstufe zur
Affinitätsreinigung des Crm1 Proteins verwendet.

9.7. Expression und Reinigung von Crm1

Der pQE-Crm1 Vektor, erhalten von L. Engelmeier ,28 wurde zur Expression von Crm1
mit einem C-terminalen sechsfachen Histidin-Affinitätsmarker verwendet. Hierfür 20mL
LB-Medium plus 100µg/mL Ampicillin mit dem Escherichia coli Stamm TG-1 animp-
fen und als Vorkultur über Nacht bei 23 ◦C im Schüttler inkubieren. Die Vorkultur
≈1:50 verdünnen, 100µg/mL Ampicillin zugeben und das Protein ohne Induktion über
Nacht bei 23 ◦C und 250 rpm exprimieren. Das Zellpellet einmal mit Crm1 Ni-NTA-
Waschpuffer1 inklusive Proteaseinhibitoren und 10mM Imidazol waschen, für 10min
bei 4 ◦C und 6000 rpm mit dem Sorvall GS-3 Rotor pelletieren und anschließend in
50mL kaltem Crm1 Ni-NTA-Lysepuffer resuspendieren oder das Pellet zur Lagerung
in fl.N2 schockgefrieren. Der Zellaufschluss erfolgt mit Ultraschall unter den bei [9.2]
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genannten Standardbedingungen. Die Zellbestandteile und unlöslichen Proteine werden
mit dem Sorvall SS-34 Rotor bei 4 ◦C und 16 000 rpm für 30min pelletiert und das Crm1
Protein aus dem Überstand bei 4 ◦C für 5min mit 35 % [w/v] (NH4)SO4 gefällt. Nach
einer weiteren Zentrifugation für 10min bei 16 000 rpm und 4 ◦C wird das Präzipitat in
20mL Ni-NTA-Waschpuffer resuspendiert und zu 3mL gewaschener und äquilibrierter
Ni-NTA Agarose gegeben. Crm1 unter Schütteln für 30min bei 4 ◦C an die Ni-NTA Aga-
rose binden lassen. Anschließend wird die Ni-NTA Agarose 6 x mit Waschpuffer2 (20mM
Imidazol) gespült und das Crm1 mit 8mL Ni-NTA-Elutionspuffer (260mM Imidazol)
in 500µl Aliquots eluiert. Zur Identifikation der proteinhaltigen Fraktionen wird ein
Bradford-Schnelltest nach [8.1] durchgeführt und die jeweiligen Fraktionen auf einem
analytischen SDS-Gel auf den Gehalt und die Reinheit des exprimierten Proteins hin
untersucht. Gegebenenfalls werden weitere Schritte zur Abtrennung von Verunreinigun-
gen geringeren Molekulargewichts unter Verwendung einer Sephadex G-200 Gelfiltrati-
onssäule [9.4] oder einer Q-Sepharose Ionenaustauschersäule [9.5] durchgeführt.
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10. Durchführung der Optischen Einzeltransporter
Analyse (OSTR)

Die von R. Peters113 entwickelte Methode zur Analyse von einzelnen Membrantrans-
portern, bereits bekannt unter dem Namen OSTR, wurde hier in veränderter Form
für die Analyse von Transporterensemblen verwendet. Untersuchungsobjekt sind die
Kernporenkomplexe in isolierten Xenopus laevis Membranen. Die in dieser Arbeit be-
nutzten Messvertiefungen, die in Anlehnung an die OSTR-Methode ebenfalls als TCs
bezeichnet werden, haben, wenn nicht anders angegeben, einen Durchmesser von 50µm.
Demnach befinden sich in der TC-Fläche von 1964µm2 bei einer mittleren NPC-Dichte
von 50 NPC/µm2 etwa 98175Kernporen, so dass alle gemessenen Ratenkonstanten für
den Transport durch den NPC als Mittelwerte angesehen werden müssen. Die tatsäch-
liche Kernporenanzahl kann dabei noch höher liegen, da die Membran nicht unbedingt
völlig planar auf den Vertiefungen liegt. Demnach werden die Ratenkonstanten für ein-
zelne Transporter nur statistisch zugänglich, wenn Messarrays mit TCs verwendet wer-
den, die einen Durchmesser von 100 nm besitzen, was einer mittleren NPC-Anzahl von
1.5 NPCs/µm2 entspricht.

10.1. Herstellung einer Messkammer

Zur Herstellung von Messvertiefungen, sogenannten „Test Chambers“(TCs), für die fluo-
reszenzmikroskopische Analyse von Membrantransportern eignen sich optisch transpa-
rente Materialien, die entweder leicht strukturierbar sind, wie z.B. Polykarbonat oder
sich durch einen niedrigen Brechungsindex, in der Nähe von wässrigen Lösungen aus-
zeichnen, wie z.B. TeflonAFTM oder TeflonFEP. Messkammern aus Polykarbonat werden
von der Firma Bartels Mikrotechnik GmbH (Dortmund) mittels Laserablation herge-
stellt. Dabei wird ein Feld mit leicht konischen Vertiefungen (Oberflächenmaße: 50 x
50µm) mit einem Mittelpunktsabstand von 100µm in eine 250µm dicke Polykarbo-
natfolie gebrannt. Dieses Messfeld wird anschließend mit einem Einkomponentenkleber
(Serva, Heidelberg) unter ein 3.5mm Loch geklebt, welches mittig in eine 60 x 15mm
Zellkulturschale aus Polystyrol (Falcon) gebohrt wurde. Somit entsteht eine Messkam-
mer mit einem Puffer-Reservoir von ungefähr 19.24 mm3(≡ µl) über den Messvertiefun-
gen, das die Integrität der verwendeten, isolierten Kernmembranen aus Xenopus laevis
Oozyten, sowie auch anderer biologischer Membranen garantiert. Die Messkammern
können nach Verwendung gegebenenfalls gereinigt werden. Dazu werden die Messkam-
mern zunächst direkt nach der Messung mit 70% EtOH gespült, anschließend mit d.H2O
im Ultraschallbad 15min gereinigt, sowie 1.5min, bei 50 % Leistung im Plasmacleaner
(Diener Elektronic, Nagold) mit Luftplasma behandelt.
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10.2. Beschichtung der Polykarbonatoberfläche mit SMCC

Zur besseren Anheftung der Kernmembranen auf der Polykarbonatoberfläche, welche
eine bessere Versiegelung der Messvertiefungen garantieren soll, wird die Oberfläche des
Messfeldes mit SMCC, einem heterobifunktionalen Linker, beschichtet. Der Hydroxysuc-
cinimidyl-Teil des Linkers reagiert in wässrigen Lösungen bei einem leicht basischen pH
von 7.0-8.5mit primären Aminen, während die Maleimid-Gruppe am anderen Ende des
Linkers bei neutralem pH von 6.5-7.5 nach dem Schema [8.2] mit Thiolgruppen reagiert,
wie z.B. mit den Cysteinen einiger Kernmembranproteine.116 Die Oberflächenkopplung
mit den primären Aminen erfolgt dabei nach folgendem Reaktionsschema [10.1], wo-
durch letztendlich eine heterobifunktionale Kopplung zwischen primären Aminen und
Cysteinen erreicht wird:

Abb. 10.1.: Reaktion eines primären Amines mit einer Succinimidylgruppe

Abb. 10.2.: Strukturformel von SMCC

Die gereinigten oder frisch-geklebten Messkammern werden kurz vor der Beschichtung
im Plasmacleaner (Diener Elektronic, Nagold) für 1min bei 50 % Leistung durch Luft-
plasma aktiviert und direkt im Anschluss bei RT für 10min mit 20µl einer 0.01 pro-
zentigen (70-150 kDa) Poly-L-Lysin Lösung (Sigma-Aldrich, Steinheim) behandelt. Die
Oberfläche des Messfeldes wird kurz mit d.H2O gespült, um überschüssiges, nicht adsor-
biertes Poly-L-Lysin abzuwaschen, und an der Luft getrocknet. 1.26mg SMCC werden
in 60µl DMSO gelöst und nach Zugabe von 240µl 50mM KPi-Puffer, pH 7.9 sofort auf
die getrocknete Poly-L-Lysin beschichtete Oberfläche gegeben. Nach einer Inkubations-
zeit von 2 h bei RT werden die Messkammern gut mit d. H2O gespült und anschließend
erneut an der Luft getrocknet. Die so funktionalisierte Polykarbonatoberfläche kann bis
zu einer Woche verwendet werden.
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10.3. Isolation der Oozyten Nuclei aus Xenopus laevis

In dieser Arbeit wurden ausschließlich manuell isolierte Kernmembranen aus den Oozy-
ten des südafrikanischen Krallenfrosches (Xenopus laevis) verwendet. Deren Haltung bei
einem konstanten Tag/Nacht Zyklus (12 h/12 h) und bei konstanten Wassertemperatu-
ren garantiert frische Oozyten gleicher Qualität. Die Haltung der Xenopus laevis Frösche
übernahm das Institut für Physiologie II des UKMs (AG Oberleithner), sowie auch die
wöchentliche operative Entfernung der Oozyten aus der Bauchhöhle der Frösche. Eine
genauere Beschreibung der artgerechten Haltung und die einzelnen Schritte der Operati-
on sind ausführlich auf der Homepage des Institutes (http://physiologieii.klinikum.uni-
muenster.de/forschung/frogs-text.html) beschrieben. Die frischen Ovarien, welche Oo-
zyten der verschiedensten Stadien von I-VI enthalten, können bei 10 ◦C in Amphibien
Ringerlösung bis zu einer Woche aufbewahrt und verwendet werden, sofern der Puffer
täglich erneuert wird. Isolierte Kernmembranen kleben sehr leicht und fest auf allen
Glas- sowie Plastikoberflächen. Das gesamte Präparationszubehör wird deshalb über
Nacht bei 4 ◦C mit 1mg/mL BSA in PBS Puffer beschichtet, um ein Kleben zu verhin-
dern.

Abb. 10.3.: Präparationschritte gereinigter Oozyten Nuclei aus Xenopus laevis
1: Ausschnitt des Xenopus laevis Ovars mit Oozyten der Stadien II-VI; 2: Stadi-
um VI Oozyt mit hellem Äquatorialband, links: animaler, rechts: vegetaler Pol;
3: Stadium VI Oozyt wird mit zwei Pinzetten aufgerissen bis der durchsichtige
Nukleus sichtbar wird; 4: Nukleus mit Dotterbestandteilen (weiß); 5: gereinig-
ter Nukleus vor dem Transfer in die puffergefüllte Messkammer (6); 7: Intakter
Nukleus angeheftet auf der Polykarbonatoberfläche

Die Abbildung [10.3] zeigt einzelne Momentaufnahmen der jeweiligen Schritte bei der
Kernpräparation. Die Oozyten des Stadiums VI mit einem deutlich sichtbaren weißen
Äquatorialband werden zunächst in Amphibien Ringerlösung vereinzelt, indem sie mit
einer Pinzette vom Ovar getrennt werden. Die vereinzelten Oozyten werden mit einer
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Pasteurpipette (> 1.5mm Durchmesser) in eine BSA-beschichtete Präparationsschale
(30 x 5mm) mit Mock3 Puffer überführt und dort mit Hilfe von 2 spitzen Pinzetten
(Dumont, No.5) in der Nähe des Äquatorialbandes aufgerissen. Zur Beobachtung dient
hierbei ein Stereomikroskop (Leica Microsystems, Wetzlar) mit einer Kaltlichtlampe,
um eine starke Erhitzung der Proben zu vermeiden. Eine seitliche Beleuchtung erhöht
hierbei aufgrund von Streueffekten den Kontrast, so dass der durchsichtige Nukleus
leichter zu erkennen ist. Die Dotterbestandteile werden anschließend mit einer stumpfen,
dünnen Glaskapillare nach R. Peters80 vom Nukleus entfernt. Zur weiteren Reinigung
wird dieser in frischer Mock3 Lösung vorsichtig mit einer Pipette gespült. Die Schwellung
des Nukleus während der Reinigung ist bis zu einem gewissen Grad erwünscht, da nur
hierdurch das Andrücken des Nukleus auf der Oberfläche des Messfeldes zur Versiegelung
der Messvertiefungen möglich wird.

10.4. Präparation der Kernmembran in der Messkammer

Die Präparation der Kernmembran kann sowohl auf unbeschichteten, wie auf beschich-
teten Messfeldern erfolgen. Hierzu wird die Messkammer zunächst mit 20µl Mock3
Puffer befüllt, wobei die Luftblasen in den Messvertiefungen im Fall einer beschichteten
Oberfläche durch Klopfen bzw. im Fall der unbeschichteten Oberfläche mit Ultraschall
entfernt werden. Mit einer Pipette, bei der der Spitzendurchmesser auf ≈ 2 mm ange-
passt wurde, wird der gereinigte Nukleus auf der Oberfläche des Messfeldes platziert
und mit Hilfe der stumpfen Glaskapillare vorsichtig angedrückt, bis er aufgrund der
planaren Haftfläche eine kuppelförmige Struktur annimmt. Besonders feine Edelstahl-
Präparationsnadeln (Fine Science Tool, Heidelberg), die in einen Halter eingespannt
sind, dienen dazu, den Kern aufzureißen und das kondensierte, graue Chromatin zu
entfernen. Der Kern wird so stark perforiert, dass seitlich nur noch sehr dünne Membr-
anreste stehen bleiben. Die präparierte Kernmembran auf dem Messfeld wird dreimal
vorsichtig mit je 15µl frischem Mock3 Puffer gespült, wobei das Chromatin ebenfalls
entfernt wird.

10.5. Messung des Membrantransportes mittels konfokaler
Laser-Scanning-Mikroskopie (CLSM)

Die Entwicklung der konfokalen Mikroskopie in Form des CLSMs führte zu einer deutlich
verbesserten Auflösung in z-Richtung, d.h. Ausbreitungsrichtung des kohärenten Laser-
lichts und somit zu einer erhöhten Bildschärfe. Die höhere Auflösung wird dabei durch
zwei aufeinanderabgestimmte d.h. konfokale Lochblenden jeweils eine im Strahlengang
für die Illumination und für die Detektion erreicht. Die in der Bildebene des Mikroskops
positionierte veränderbare Aperturblende des Detektionsstrahlengangs wird dabei ver-
wendet, um die aus den Ebenen oberhalb und unterhalb der Fokusebene stammende
Fluoreszenzstrahlung auszublenden. Während die nach dem Lasersystem geschaltete
Blende des Illuminationsstrahlenganges das anregende Laserlicht auf die zur Bildebene
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gehörende Objektebene fokussiert. In der Regel wird die Detektionslochblende auf die
Größe einer Airy-Unit d.h. auf die Größe des Hauptmaximums der Punktverwaschungs-
funktion [siehe 11.4] eingestellt. Des Weiteren werden Fluoreszenzfilter vor das jeweilige
Detektorsystem gesetzt, um das gestreute, kurzwelligere Anregungslaserlicht gegenüber
dem gewünschten langwelligen Fluoreszenzsignal vollständig herauszufiltern. In dieser
Arbeit wurde das inverse CLSM TCS SPE DMI4000 von Leica Microsystems (Wetz-
lar) benutzt, welches für die Anregung bei 488 nm (GFP), 532 nm (Cy3, Alexa568) und
633 nm (Atto637, TRD70, Alexa633) einen Festkörperdiodenlaser enthält. Die serielle
Anregung ermöglicht die simultane Messung mehrerer Fluoreszenzkanäle. Die Detektion
erfolgt hierbei mit einer Avalanche Photodiode.

In dieser Arbeit wurde die konfokale Laser-Scanning-Mikroskopie hauptsächlich ver-
wendet, um Änderungen der Fluoreszenzsintensität als Folge von Transportvorgängen
durch den NPC in den 50 x 50µm Vertiefungen des Messfeldes zu detektieren. Hierfür
werden die Messarrays sofort nach der Präparation einer frischen, gereinigten Kernmem-
bran nach [10.4] auf dem Objekttisch des Mikroskops festgeklemmt und die konfokale
Beobachtungsebene mit Hilfe des Piezo-getriebenen Tisches auf eine geeignete Position
unterhalb der Oberfläche der Messarrays eingestellt. Als geeignete Position erweist sich
eine Ebene, die weder zu nahe an der Oberfläche noch zu nahe am Boden der Messver-
tiefungen liegt und noch ein gutes Fluoreszenzsignal liefert. Es wird in Abhängigkeit von
den Flureszenzsubstraten ein geeigneter Strahlengang bzw. eine Anregungswellenlänge
ausgewählt und unter den gegebenen Messbedingungen ein 512 x 512Pixel großes Bild
der Messvertiefungen zum Zeitpunkt Null d.h. vor der Zugabe einer Transportlösung
aufgenommen. Es ist darauf zu achten, dass sich im Messfeld sowohl membranbedeckte
Vertiefungen (TCs) als auch offene Referenz-Vertiefungen (Referenz-TCs) befinden. Zu
jeder einzelnen Transportlösung, die das zu untersuchende Protein und eventuelle Cofak-
toren enthält, wird ein inertes fluoreszenzmarkiertes Kontrollsubstrat mit vergleichba-
rem Molekulargewicht hinzugegeben. Dadurch kann die Membrandichtigkeit überprüft
und der möglichweise vorhandene Leckstrom bestimmt werden.

Tab. 10.1.: Inerte Fluoreszenz-markierte Substrate als Dichtigkeitskontrolle

Protein Markierung [MG], kDa

MBP Atto-637 41.3
MBP Alexa-546 41.6
BSA Atto-637 67.1
Dextran TexasRed ≈ 70.0

Anschließend werden unter Verwendung einer speziellen Gelbeladungsspitze („gel loa-
ding tip“) vorsichtig je 10µl Transportmix mit 100mM Saccharose seitlich in die Mess-
kammer getropft und sofort im Anschluss bei einer Scanrate von 400Hz eine Zeitserie
mit minimalen Abständen zwischen den einzelnen Fluoreszenzkanälen gestartet, wobei
das Signal pro Bild zweimal gemittelt wird. Hierbei ist die gemessene Fluoreszenzin-
tensität nur dann proportional zur Proteinkonzentration, wenn bei den aufgenommenen
Fluoreszenzbildern die Helligkeit der Pixel nicht im Bereich der Sättigung des Detektors
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liegt. Deshalb wird bei allen Experimenten durch geeignete Wahl der Laserintensität,
der Detektorverstärkung und der Fluorophorkonzentration darauf geachtet, dass keine
Sättigung der Pixel eintritt. Die Betrachtung und erste Auswertung der Zeitserien er-
folgt mit der kostenlosen Bildbearbeitungssoftware ImageJ 1.37v (Wayne Rasband NIH,
USA).

10.6. Auswertung der Zeitserien

Die xy-Aufnahmen der Fluoreszenzkanäle werden getrennt und mit ImageJ 1.37v als
zeitlich geordneter Bildstapel geöffnet. Anhand eines im Durchlichtkanal aufgenomme-
nen Membranbildes werden die membranbedeckten und die offenen Vertiefungen fest-
gelegt. Im z-Projektionsbild des Referenz-Bildstapels werden runde 12 x 12Pixel (12.9
x 12.9µm) große Bereiche (ROIs) in die Mitte jeder ausgewählten Vertiefung gelegt
und gleichzeitg ein 30 x 512Pixel großes rechteckiges Feld als Hintergrundbereich über
die gesamte Breite des Bildes definiert. Die Positionen aller ROIs werden mit Hilfe
des „MultiMeasure Plugins“von ImageJ gespeichert. Im Anschluss wird für alle Kanä-
le die Fluoreszenzintensität jedes Bereichs gemessen. Die entsprechende Ergebnisdatei
im ASCII-Format enthält pro Spalte jeweils die zu allen Zeitpunkten gemessene Fluo-
reszenzintensität eines bestimmten ROIs, gemittelt über dessen Fläche. Die graphische
Darstellung der Intensitätsänderung pro Zeit, die Annäherung der theoretischen Ex-
ponentialfunktion zur Bestimmung der Geschwindigkeitskonstanten, sowie die folgende
Berechnung des molekularen Flusses wird mit Hilfe der Auswertungssoftware Origin[7.0]
(OriginLab Corporation Northampton, MA) erreicht.

10.7. Bestimmung der Geschwindigkeitskonstanten und des
molekularen Flusses

Die Ergebnisdateien aus der ImageJ Auswertung werden mit einem speziell für die
OSTR-Methode entwickelten Labtalk-Skript (Phillipp Lehrich, AG Peters) geöffnet, das
eine individuelle und schnelle Auswertung der Bilddaten inklusive exponentiellem Fit
und Berechnung des molekularen Flusses Φ ermöglicht. Das Skript erfordert dabei die
Eingabe mehrerer Parameter, wie das Volumens der OSTR-Kammer, die verwendeten
Substratkonzentrationen, die Anzahl der Kanäle, die Dimension der Vertiefungen, sowie
die Anfangszeit und das Messintervall. Im Anschluss wird die gemittelte Hintergrund-
fluoreszenz von der Fluoreszenzsintensität jedes einzelnen ROIs abgezogen und die so er-
haltenen Werte auf die ebenfalls gemittelte Intensität der offenen Referenz-Vertiefungen
normiert. Deren Fluoreszenzwerte liegen somit zwischen 0 und 1 d.h zwischen 0 % und
100 % im Vergleich zur maximalen Intensität nach Erreichen des Gleichgewichts. Die
so erhaltenen relativen Werte werden gegen die Zeit aufgetragen und deren Verlauf
nach Gleichung [3.12] unter Verwendung des Levenberg-Marquardt-Algorithmus mit ei-
ner monoexponentiellen Funktion angenähert. Im Fall einer passiven Diffusion ergibt
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sich eine allgemeine Geschwindigkeitskonstante k für den richtungsunabhängigen Mem-
brantransport durch den NPC. Dagegen liefert der Fit im Fall eines bindungsabhängi-
gen Transportes die Geschwindigkeitskonstante k′a für die Rückdiffusion aus den TCs.
Die molekulare Flussrate Φ in Molekülen pro NPC pro Sekunde errechnet sich aus
den ermittelten Geschwindigkeitskonstanten ka bzw. k′a multipliziert mit der Substrat-
Konzentrationen und dem Maximalwert der Exponentialfunktion nach Gleichung [3.18].
In einigen Fällen kann es notwendig sein, die Geschwindigkeit des schnellen Einstroms
vorhandener freier Fluorophore am Beginn der Messung zu bestimmen. Dazu werden
die normierten Intensitätswerte logarithmiert und gegen die Zeit aufgetragen, so dass
sich eine halblogarithmische Auftragung ergibt. An die Anfangswerte, die den Einstrom
freier Fluorophore beschreiben, kann nun mit dem Levenberg-Marquardt-Algorithmus
eine Geradengleichung angenähert werden, deren Steigung die Geschwindigkeitskonstan-
te für den Einstrom der Fluorophore ergibt. Die Bestimmung des prozentualen Anteils
an freiem Fluorophor erfolgt aus dem y-Achsenabschnitt einer weiteren Geraden, die
ebenfalls in einer halblogarithmischen Auftragung an die Messwerte des exponentiellen
Anstiegs angenähert wird.
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Wie bereits im Abschnitt [10] erwähnt wird die Entwicklung von parallelen Vertiefungen
mit Durchmessern von 160-356 nm d.h. < 1µm 1 in einem für die Fluoreszenzmikrosko-
pie geeignetem Material notwendig, um von der Analyse eines Transporterensembles zur
Analyse eines einzelnen Transporters zu gelangen und somit eine breitere Anwendung
auf unterschiedliche Membrantransportprozesse zu ermöglichen. Dies stellt besondere
Anforderungen an das zu verwendende Material. Dieses sollte nicht nur leicht mikro- bis
nanostrukturierbar sein, sondern ebenso gute optische Eigenschaften, wie hohe Trans-
missionsraten im Wellenbereich von 480-700 nm, geringe Autofluoreszenz und einen Bre-
chungsindex nD im Bereich wässriger Lösungen von 1.33 besitzen. Die Anpassung des
Brechungsindex des Materials an das umgebende Medium erweist sich bei kleinen Ver-
tiefungen als unabdingbar, um eine Auslöschung des Fluoreszenzsignals durch Streuung
an den Materialgrenzflächen zu verhindern. Die folgende Tabelle [11.1] zeigt alle in dieser
Arbeit getesteten Materialien, die diese Bedingungen erfüllen.

Tab. 11.1.: Liste der Materialien zur Herstellung neuer OSTR-Messarrays

Material Hersteller nD [Transmission],%

Polykarbonat Verschiedene ≈ 1.58− 1.59 a 78-91 a

Cytop Asahi Glass 1.34 > 95
CTL-809M (200µm; 400-700 nm)
TeflonAFTM DuPont 1.31 > 95
601S2 100-6 (220µm; 500-2000 nm)
TeflonFEP DuPont 1.34 - 1.35 96
50C (12.5µm; 500-3000 nm)
a www.matweb.com; material property database

11.1. Spincoating von TeflonAFTM und Cytop

„Spincoating“beschreibt eine in der Mikrolithographie häufig genutzte Beschichtungsme-
thode, bei der durch hohe Rotationsgeschwindigkeiten ein dünner homogener Film einer
Polymerlösung auf eine Oberfläche aufgebracht wird. Die Schichtdicken liegen je nach
Viskosität der Lösung und Beschichtungsparameter im Bereich von 10 nm bis 100µm.
Die Beschichtungen erfolgen ausschließlich unter Reinraumbedingungen, um die Anhef-
tung von Staubpartikeln zu verhindern, die häufig fluoreszieren oder im beschichteten

1Annahme: mittlere NPC-Dichte von 50 NPC/µm2; runde Vertiefungen
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Präparat als Störquellen wirken. 24 x 24mm Deckgläser mit einer Dicke zwischen 160-
180µm (Engelbrecht Labortechnik,) werden in einer vertikalen Halterung nacheinander
in jeweils ungefähr 500 ml Aceton, EtOH, d. H2O mit Tween20 und d. H2O gestellt, für
je 10min im Ultraschallbad gereinigt und anschließend auf einer Heizplatte getrocknet.
Die getrockneten und gereinigten Deckgläser werden mittig auf den „Spincoater“P6700
(Specialty Coating Systems, Indianapolis IN) gelegt und das jeweilige Beschichtungspro-
tokolls nach dem dargestellten Schema [11.1] eingegeben. Anschließend werden ≈ 100µl
der Polymerlösung auf die Oberfläche pipettiert und das Programm gestartet.

Abb. 11.1.: Schematische Darstellung der TeflonAFTM Beschichtung

Das Deckglas wird dabei mit einem Vakuum auf der Halterung festgesaugt und die
überschüssige Polymerlösung bei der angegebenen Geschwindigkeit abgeschleudert, wo-
bei sich wegen des Überschusses an Polymerlösung am Rand eine dickere Schicht aus-
bildet. Zur Aushärtung des TeflonAFTM und besseren Verbindung mit dem Glasträger
werden die beschichteten Deckgläser bei 110 ◦C für 3 h auf eine Heizplatte gelegt und im
Anschluss für 20 h im Heißluftofen bei 55 ◦C gebacken. Bei der Verwendung von Cytop
809M werden die beschichteten Deckgläser zunächst für 90 s bei 100 ◦C auf der Heiz-
platte gehärtet und zur weiteren Entfernung des Lösungsmittels für 60min bei 200 ◦C
im Heißluftofen erhitzt.

11.2. Schichtdickenbestimmung

Zur Bestimmung der Dicke der jeweiligen transparenten Polymerschicht in Abhängig-
keit von der verwendeten Roationsgeschwindigkeit wird eine Gefrierbruchtechnik mit an-
schließender Phasenkontrastmikroskopie verwendet. Die beschichteten 160-180µmDeck-
gläser werden auf der Glasrückseite vorsichtig mit einem Glasschneider angeritzt und
bei -80 ◦C in fl.N2 an der durch den Glasschneider angeritzten Stelle vorsichtig durch-
gebrochen. Das Deckglas wird senkrecht in eine Halterung eingespannt und mit der
Kamera eines Phasenkontrastmikroskops (Olympus BX41, Hamburg) eine Aufnahme
an mehreren geraden Stellen der Bruchkante gemacht. Die Dicke der Polymerschicht
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wird aus den Werten an drei Positionen ermittelt, die ihrerseits aus 40 unabhängigen
Messpunkten bestehen.

11.3. Strukturierung durch Nanoimprinting und Focussed Ion
Beam (FIB)

Die sogenannte Nanoimprinting Lithographie (NIL) eignet sich zur parallelen, hoch-
auflösenden Strukturierung von Oberflächen im Bereich von 1 nm bis 100µm, bei der
ein thermoplastisches Material durch mechanische Einwirkung eines Stempels bei 10-
100 bar verformt wird. Die Herstellung von 3µm tiefen Löchern mit Durchmessern von
250 nm (pitch: 2µm), 500 nm (pitch: 3µm) und 3µm (pitch: 12µm) mittels thermi-
scher Verformung der TeflonFEP-Folie erfolgte am Bessy AZM (Berlin) durch Herrn
Dipl.-Ing. Josef Kouba. Im Fall von TeflonFEP 50C wird die Folie mit der haftenden
C-Seite nach unten auf ein 24 x 24mm gereinigtes Deckglas gelegt und zunächst un-
ter Druck möglichst luftblasenfrei auf die Glasoberfläche laminiert. Dagegen kann das
TeflonAFTM nach dem Spincoating direkt für die Strukturierung verwendet werden. Der
vorher strukturierte Siliziumstempel mit der gewünschten Positivstruktur wird in das
erwärmte TeflonFEP bzw. TeflonAFTM gedrückt, so dass das Teflonmaterial an diesen
Stellen verdrängt wird und nach dem Abkühlen gleichmäßige parallele Vertiefungen der
jeweiligen Größe entstehen. Im Fall von TeflonAF und Cytop 809M wird nach den unter
[11.1] gemachten Angaben eine 4µm dicke Schicht auf einem Deckglas aufgebracht und
anschließend mit einem „Focussed Ion Beam“Gerät aus der Abteilung für Festkörper-
physik der Universität Bochum (Prof. Wieck) ein regelmäßiger Array von rechteckigen
3 x 3µm großen Vertiefungen mit einem Mittelpunktsabstand (pitch) von 12µm her-
gestellt. Bei dem verwendeten Zweistrahlgerät wird das Material an den gewünschten
Stellen mit einem fokussierten Galliumionenstrahl unter paralleler elektronenmikrosko-
pischer Kontrolle abgetragen. Die Vertiefungen mit einer Tiefe von 2µm werden somit
nicht parallel, sondern seriell erzeugt, so dass dieser Prozess deutlich langsamer verläuft
als das Nanoimprinting Verfahren.

11.4. Messung der Punktverwaschungsfunktion (PSF)

In der konfokalen Mikroskopie entsteht bei der Abbildung eines punktförmigen Ob-
jektes durch die Beugung des Lichtes an der zirkulären Apertur ein charakteristisches
Beugungsbild. Dessen Intensitätsverteilung wird in der xy-Ebene als Airydisk bezeich-
net und wird durch eine Punktverwaschungsfunktion beschrieben. Das Hauptmaximum
dieser Funktion kann bei einem idealen optischen System durch eine Gaussfunktion an-
genähert werden. Demnach bestimmt sich nach dem Rayleigh Kriterium das räumliche
Auflösungsvermögen eines konfokalen Mikroskops durch den minimalen Abstand zweier
punktförmiger Objekte, die genau dann noch voneinander unterscheidbar sind, wenn das
Maxiumum der Gaussfunktion des ersten Objektes mit dem Minimum der Gaussfunkti-
on des zweiten Objektes zusammenfällt. Experimentell wird jedoch die Halbwertsbreite
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(FWHM) der ermittelten Gaussfunktion als Maß für das Auflösungsvermögen des Mi-
kroskops unter den gegebenen Bedingungen (Wellenlänge, Objektiv, Brechungsindex
etc.) angegeben.

Abb. 11.2.: Punktverwaschungsfunktion

Die folgende Funktion [11.1] zeigt die Abhängigkeit der Halbwertsbreite einer Punktver-
waschungsfunktion von den Parametern des optischen Systems, wie dem Aperturwinkel,
d.h. dem verwendeten Objektiv, dem Brechungsindex des Immersionsmediums, sowie
der Anregungswellenlänge.

FWHM = λ

2n · sinα (11.1)

λ : Wellenlänge

n : Brechungsindex

α : halber Aperturwinkel der Objektivlinse

In dieser Arbeit wurde das Auflösungsvermögen in Abhängigkeit von den verwende-
ten Teflonmaterialien bestimmt, um zu zeigen, ob sich die Anpassung des Brechungs-
index der Messarrays an die wässrige Umgebung positiv auf das Auflösungsvermögen
auswirkt. Dazu werden die jeweiligen Teflonmaterialien mit Dupliersilikonmasse (Be-
go, Bremen) unter das 3.5mm Loch der Polystyrol Zellkulturschalen für OSTR geklebt.
Die Oberfläche wird im Plasmacleaner (Diener Elektronic, Nagold) bei 50 % Leistung für
1min mit Luftplasma aktiviert und anschließend durch Eintrocknen mit etwa 10µl ei-
ner 0.01 prozentigen (70-150 kDa) Poly-L-Lysin Lösung (Sigma-Aldrich, Steinheim) be-
schichtet. Rot fluoreszierende TransFluoSpheres (Anregungsmaximum: 488 nm; Emis-
sionsmaximum: 605 nm) von Invitrogen (Carlsbad, CA) mit einem Durchmesser von
100 nm werden 1:1500 in PBS-Puffer verdünnt, kurz gevortext und für etwa 1min ins
Ultraschallbad gehalten, um Aggregate aufzulösen. 5-10µl Beadlösung auf die Poly-L-
Lysin-Oberfläche auftragen, eintrocknen lassen und sofort mikroskopieren.

Es werden mit allen vorhandenen Objektiven unter Verwendung des geeigneten Immer-
sionsmediums bei 488 nm und 532 nm xy- und xz-Schnitte durch die TransFluoSpheres
aufgenommen, das Intensitätsprofil mit Origin[7.0] (Northampton, MA) geplottet und
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mit einem Gaussfit nach Gleichung [11.2] angenähert.

y = y0 + A

w ·
√

π
2

· exp−2(x− xc)2

w2 (11.2)

A : Amplitude

y0 : Offset

w : Radius nach Abfall der Kurve auf 1/e

xc : x-Wert des Maximums

Der Fit liefert den Radius des Maximums w nach einem Abfall der Intensität auf 1/e der
Amplitude. Daraus lässt sich zusammen mit der Voxelgröße für das gegebene Objektiv
und dem verwendeten Zoom das FWHM für alle drei Raumrichtungen in nm nach der
Formel [11.3] berechnen.

FWHM = wpixel · voxel[nm/px] ·
√

2 · ln2 (11.3)

wpixel : Radius in Pixel nach Abfall der Kurve auf 1/e

voxel : Breite eines Pixels in nm
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12. Evaluation der Transporteranalyse

Zwar wurde die hier verwendete Transporteranalyse bereits vorher unter dem Namen
OSTR entwickelt,55,58,80 bedurfte allerdings wegen der oftmals geringen Ausbeute an
verwertbaren Experimenten und der eingeschränkten Anwendung, wie beispielsweise auf
isolierte Kernmembranen von Xenopus laevis oder auf Lipiddoppelschichten mit inte-
griertem α-Hämolysin,41 weiterer Verbesserungen, sowie einiger Vorversuche. Dadurch
konnten zum einen die in den darauffolgenden Abschnitten dargestellten kinetischen
Untersuchungen des nukleocytoplasmatischen Transportes auf eine solide Basis gestellt
werden und zum anderen der Weg geebnet werden für zukünftige Weiterentwicklungen
dieser bisher einzigen Methode zur in vitro-Analyse von Kernexportprozessen. Zum bes-
seren Verständnis werden die jeweiligen Diffusions- oder Transportrichtungen im Folgen-
den so angegeben, als entsprächen sie den physiologisch-relevanten Richtungen in einer
intakten eukaryotischen Zelle, so dass ein Transport in die Testkompartimente (TCs)
der Messarrays als Kern-Cytoplasma Transport bzw. allgemein als Export und aus den
Testkompartimenten als Cytoplasma-Kern Transport bzw. als Import bezeichnet wird.

12.1. Statistik der GFP Testmessungen

Die manuelle Präparation von intakten Kernmembranstücken aus Xenopus laevis Oo-
zyten des Stadiums V oder VI (siehe Abschnitte [10.3],[10.4]) erhöht die Fehleranfäl-
ligkeit der Methode, da vielfältige Einflussgrößen, wie Haltung, Fütterung und Krank-
heit der Xenopus laevis Amphibien, Pufferzusammensetzung und präparatives Geschick
eine Rolle spielen. Deshalb wurde in dieser Arbeit ein Testsystem zur Kontrolle der
methodisch richtigen Durchführung und zur Validierung der gemessenen Geschwindig-
keitskonstanten k und des daraus berechneten normierten molekularen Flusses Φ eta-
bliert. Als Standard eignet sich ein inertes fluoreszierendes Protein, wie GFP, das gut
charakterisiert ist und gleichzeitig nicht mit den FG-Motiven im zentralen Kanal des
NPCs wechselwirkt. Aufgrund seines theoretischen hydrodynamischen Stokes-Radius
von 2.30 ± 0.05 nm43 und einem Molekulargewicht von 26.8 kDa diffundiert GFP im
Vergleich zu den meisten Transportrezeptoren relativ langsam durch das Innere des
NPCs,58 obwohl dieses durch die ungefalteten FG-Wiederholungseinheiten der Nukleo-
porine näherungsweise als ein molekulares Sieb mit einem Porendurchmesser von etwa 5-
10 nm55,76,79,87 und einer unteren Ausschlussgrenze von 40 kDa betrachtet werden kann.
Die Diffusion wird angetrieben durch den jeweiligen Konzentrationsgradienten und ist
abhängig von Temperatur (Arrhenius Gleichung) und Viskosität des Mediums (Stokes-
Einstein Gleichung), so dass die Messung der Transportkinetik von GFP unter gleichen
Bedingungen und bei konstanter Raumtemperatur von 24 ± 2 ◦C durchgeführt wurde.
Die Messgenauigkeit wird auf der Basis der statistisch ermittelten Messwertstreuung als
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±3σ d.h. als das dreifache der Standardabweichung festgelegt, da in diesem Intervall
nach Definition 99.7 % der Messwerte liegen.

Ein Transportmix von 10µl, bestehend aus 3.6µM GFP, 14.2µM Atto637 markiertem
Maltose bindenden Protein (Atto637-MBP), 100mM Saccharose, wird wie im Abschnitt
[10.5] beschrieben zu dem 30µl großen Pufferreservoir der Messkammer gegeben und die
Fluoreszenz beider Substrate in den runden Vertiefungen (d = 50µm, l = 50µm) nach
Anregung mit Wellenlängen von 488 nm und 633 nm genau 20µm unterhalb der Ober-
fläche detektiert. Die optimale Position der konfokalen Ebene in den TCs unterhalb
der Membran wurde anhand eines xz-Schnitts durch die Vertiefungen derart festgelegt,
dass sich die Beobachtungsebene in der Mitte des kegelförmigen Fluoreszenzbereichs
möglichst weit entfernt von der Membranoberfläche und dem TC-Boden befand. Die
Experimente erfolgten an zwei Tagen, an denen für beide Diffusionsrichtungen Kern-
Cytoplasma und Cytoplasma-Kern jeweils 5 unabhängige Messungen mit unbenutzten
Messarrays durchgeführt wurden, damit jede Art von Variation wie Oozytenbeschaffen-
heit oder Präparation mit in die statistische Bewertung einfließen.

Abbildung [12.1] zeigt oben (A,B) einen exemplarisch ausgewählten Ausschnitt aus den
Fluoreszenzrohdaten einer aufgenommen xyt-Zeitserie für die Kern-Cytoplasma Diffu-
sion von GFP, wobei in der jeweils unteren Zeile die dazugehörigen Daten des Kon-
trollproteins Atto637-MBP zu sehen sind. Die kaum detektierbare Fluoreszenz des mar-
kierten MBP in Bild [12.1,A 2.Zeile] beweist die sehr gute Versiegelung der Testkom-
partimente (TCs) durch die Oozyten-Kernmembran, die einhergeht mit einer optimalen
Membrananheftung und Membranintegrität. Gleichzeitig diffundiert GFP langsam in
die membranversiegelten TCs, da die GFP-Fluoreszenzintensität im Bild [12.1,A 1.Zei-
le] erst ab 142 s kontinuierlich ansteigt bis sie am Ende der Messung bei 878 s nahezu
den Wert der unbedeckten, offenen Referenz-TCs erreicht, was dem Gleichgewichtszu-
stand entspricht. Der Gleichgewichtszustand der passiven, allein konzentrationsabhängi-
gen Diffusion des GFPs ist erreicht, wenn der Wert des Konzentrationsgradienten über
die Kernmembran dCGFP/dx gleich Null wird. Die Messung der Fluoreszenz in den
Referenz-TCs [12.1,B] liefert jedoch nicht nur ein Maß für die Intensität nach Erreichen
des Gleichgewichtszustandes, sondern eine Möglichkeit die Fluoreszenzintensität bei den
gegebenen Mikroskopeinstellungen mit der vorhandenen Konzentration in Korrelation
zu bringen. Wie erwartet steigt die Fluoreszenzintensität in den offenen Referenz-TCs
beider Kanäle bereits kurz nach der Zugabe auf den Maximalwert an und bleibt bis zum
Ende der Messung bei 878 s konstant. Der Maximalwert der Fluoreszenzintensität in den
offenen Referenz-TCs wird zur Normierung der gemessenen Intensitätswerte verwen-
det, um experimentell bedingte Intensitätsunterschiede aufgrund von unterschiedlichen
Markierungsgraden der Proteine oder Quantenausbeuten der verwendeten Fluorophore
auszugleichen und eine bessere Vergleichbarkeit der Ergebnisse zu erreichen.

Zur Bestimmung der Geschwindigkeitskonstanten k des GFP-Flusses durch den NPC
werden die normierten Intensitätswerte aus den obigen Fluoreszenzbildern, wie in Dia-
gramm [12.1,C] gezeigt, gegen die Zeit aufgetragen, wobei die Kurven der offenen Refe-
renz-TCs über jeweils 6 einzelne Vertiefungen gemittelt wurden. Deren bereits ange-
sprochener zeitlich-konstanter Intensitätsverlauf bedeutet für eine AOTF-Einstellung
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A

GFP

MBP-Atto637

B

C

Abb. 12.1.: repräsentatives Beispiel für die passive Diffusion des GFP durch den NPC
(Kern → Cytoplasma)
Anstieg der Fluoreszenzintensität nach Zugabe von 10µl Transportmix mit
4.0µM GFP und 14.2µM Kontrollprotein Atto637-MBP; A: membranbedeckte
TCs, B: offene Referenz-TCs, C: Zeitabhängiger Plot der normierten Intensi-
täten von GFP (q,A,grün) und Atto637-MBP (u,E,rot) mit den jeweiligen
Fitkurven (orange & rote Linie)
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von 20%, respektive 27% (Laser-Ausgangsleistung: 10-18mW), den Ausschluss eines
möglichen Bleichens der GFP bzw. Atto637 Fluoreszenz, deren Kinetik die Diffusions-
kinetik des GFPs überlagern würde. Die relative Fluoreszenzintensität der verwendeten
Atto637-MBP Dichtigkeitskontrolle, deren Molekulargewicht von 41.3 kDa eine passive
Diffusion durch den NPC-Kanal erschwert, liegt bei sehr niedrigen 10 % im Vergleich
zur Referenz-Intensität in den offenen TCs. Die Messung erfüllt somit das Dichtigkeits-
kriterium von unter 30 %, welches anhand von Testmessungen mit unterschiedlichen
Dichtigkeitssubstraten entsprechend meiner präparativen Fähigkeiten so festgelegt wur-
de, dass im Durchschnitt etwa 50 % aller gemessenen TCs diesem Kriterium entsprechen.
Ein steiler Abfall der NPC-Durchlässigkeit in der Nähe der Ausschlussgrenze ist gemäß
der Literatur nicht zu erwarten, da dort Werte von 40-60 kDa als Ausschlussgrenze des
NPCs angegeben werden und sogar bei großen Proteinen wie BSA mit 68 kDa noch eine
sehr geringe Diffusionsrate angegeben werden kann.87

Die Diffusion des GFPs erfolgt entlang des Konzentrationsgradienten theoretisch bis
zum Ausgleich d.h. bis zur Annäherung der Kurve an den Maximalwert der relativen
Fluoreszenzintensität von Eins. Beschrieben wird eine solche gerichtete Diffusion durch
eine monoexponentielle Gleichung, angelehnt an ein Zwei-Kompartiment-System. Die-
ses besteht aus einer Messkammer mit unendlich großer Ausdehnung, die über eine
semipermeable Membran von kleinen Vertiefungen mit im Vergleich zum Diffusionsko-
effizienten sehr kleiner Ausdehnung getrennt ist. Die Theorie aus Abschnitt [3] konnte
im Experiment bestätigt werden, da mit Hilfe des Levenberg-Marquardt Algorithmus
eine monoexponentielle Funktion an die gemessenen, ansteigenden Werte der Fluores-
zenzintensität von GFP gut angenähert werden konnte. Dies lieferte für GFP eine Ge-
schwindigkeitskonstante k von 1.95 x 10−3 s−1, die im Vergleich zur Dichtigkeitskontrolle
mit einem k Werte von 4.77 x 10−5 s−1 um einen Faktor 41 höher liegt.

Bei einer vom Konzentrationsgradienten abhängigen Diffusion von GFP durch den NPC-
Kanal sollte die Geschwindigkeit richtungsunabhängig sein, so dass die entsprechenden
Geschwindigkeitskonstanten k für beide Richtungen näherungsweise übereinstimmen,
sofern Gradient und Temperatur konstant bleiben. Die in Abbildung [12.2] gezeigte
Umkehr der Diffusionsrichtung, nach Spülen der Messkammer mit 35µl reinem Mock3
Puffer plus 120mM Saccharose, liefert bei einem identischen monoexponentiellen Fit
mit umgekehrter Amplitude an die Kurve für GFP einen etwas höheren k-Wert von
2.32 x 10−3 s−1. Diese Abweichung relativiert sich jedoch nach Bildung der Mittelwer-
te wieder, wie später deutlich wird, da die Geschwindigkeitskonstanten für Import als
auch Export innerhalb der methodisch bedingten großen Fehlerintervalle übereinstim-
men. Nach Umkehr der Diffusionsrichtung sollte sich in der Messkammer idealerweise
noch reiner Mock3 Puffer befinden und der Konzentrationsgradient für GFP hätte einen
in der Größe identischen, aber in seiner Richtung umgekehrten Wert von ∆C = -1µM .
Diagramm [12.2, C] zeigt jedoch, dass der Austausch der Transportlösung zwar schnell,
aber nicht vollständig erfolgte. Die normierte Fluoreszenzintensität F/Fmax erreicht
folglich einen Endwert, der relativ zur Intensität in den offenen TCs um einen Faktor
2-4 über dem theoretischen Minimum von 0% liegt. Der steile Abfall der Intensität in
den offenen Referenz-TCs wird sowohl durch die Fluoreszenzabbildung [12.2,B], die be-
reits nach 210 s kaum noch Fluoreszenz zeigt, als auch durch die dazugehörigen Kurven
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A

GFP

MBP-Atto637

B

C

Abb. 12.2.: repräsentatives Beispiel der passive Rückdiffusion des GFP durch den NPC
(Cytoplasma → Kern)
Abfall der Fluoreszenzintensität nach Zugabe von 35µl Mock3 Puffer mit 120mM
Saccharose im Anschluss an den abgeschlossenen Cytoplasmatransport [12.1].
A: membranbedeckte TCs, B: offene Referenz-TCs, C: Zeitabhängiger Plot der
normierten Intensitäten von GFP (q,A,grün) und MBP-Atto637 (u,E,rot) mit
den jeweiligen Fitkurven (orange & rote Linie)
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bestätigt. Erwartungsgemäß nimmt die Fluoreszenzintensität der Atto637-MBP Dich-
tigkeitskontrolle in den membranbedeckten TCs nicht ab und bleibt konstant bei dem
während des Exports erreichten Endwert von ungefähr 12 %. Folglich unterbindet die
intakte, gut angeheftete Kernmembran eine schnelle Rückdiffusion des GFPs aus den
membranbedeckten TCs, so dass die Fluoreszenzintensität in diesen im Vergleich zu den
offenen TCs [12.2,B 1.Zeile] deutlich langsamer abnimmt [12.2,A 1.Zeile].

Die über mehrere Vertiefungen gemittelten Ratenkonstanten k von GFP sowie die dar-
aus berechneten normierten Flusswerte Φnorm bei ∆C = 1µM sind in Abbildung [12.3]
für jede der unabhängigen Messungen einzeln aufgetragen. Gleichzeitig wurden zur Ver-
anschaulichung die oberen und unteren Grenzen für die Streuung von k und Φnorm in
jedes Diagramm eingetragen, deren Werte sich aus dem Mittelwert über alle Messungen
plusminus dem dreifachen der statistisch erhaltenen Standardabweichung 3σ ergeben.
Ähnlich wie bei der Einzelmessung [12.1,12.2] liegt auch hier der Mittelwert der Ge-
schwindigkeitskonstanten von 2.07 x 10−3 s−1 für die Rückdiffusion von GFP nach Spü-
len der Membran etwas höher [12.3,C], als der Wert von 1.86 x 10−3 s−1 für die Diffusion
in die membranbedeckten TCs [12.3,A]. Im Gegensatz dazu verhält es sich beim Mittel-
wert des normierten Flusses Φnorm genau entgegengesetzt [12.3, B & D], da hier nicht
nur der jeweilige k-Wert in die Berechnung eingeht, sondern auch der zu Beginn vorlie-
gende Konzentrationsunterschied ∆C zwischen der Konzentration der Kammer und der
Konzentration in den Vertiefungen. Dieser wird aus dem Produkt der verwendeten Kon-
zentration multipliziert mit dem Amplitudenwert der monoexponentiellen Fitfunktion
berechnet. Dabei fällt der Gradient deutlich kleiner aus, wenn die Rückdiffusion auf-
grund eines unzureichenden Pufferaustausches nicht vollständig abläuft. Folglich liegt
der berechnete Φnorm Wert von 0.75Molekülen pro NPC pro Sekunde für die betrachtete
Diffusion vom Cytoplasma in den Kern unterhalb des Wertes für die entgegengesetzte
Richtung von 1.09Molekülen pro NPC pro Sekunde. Die Streuung innerhalb eines Ex-
perimentes, ausgedrückt durch die Fehlerbalken als einfache Standardabweichung, fällt
hier geringer aus als die Streuung zwischen den einzelnen Experimenten. Im ersten Fall
wirken sich nur die Dichtigkeitsunterschiede zwischen den einzelnen bedeckten TCs auf
die Variation aus, während im zweiten Fall auch noch die Präparation sowie die Beschaf-
fenheit der verwendeten Oozyte und des daraus isolierten Kerns zur Variation beitragen.

Ein Vergleich der nukleozytoplasmatischen Diffusion von GFP mit Ratenkonstanten aus
ähnlichen Transportmessungen58 zeigt eine hohe Übereinstimmung, so dass im Hinblick
auf weitere Transporteranalysen von einer optimalen experimentellen Durchführung aus-
gegangen werden kann. Die Literaturwerte lagen hierbei für den Export bei 1.46± 0.42
x 10−3 s−1 und für den Import bei 2.14 ± 0.40 x 10−3 s−1. Im Fall der Diffusion in den
Nukleus wird dies bei Kiskin et al. auch für den molekularen Fluss von GFP bestä-
tigt, der mit 1.06Molekülen pro NPC pro Sekunde sehr nahe an den hier gemessenen
0.75Molekülen pro NPC pro Sekunde liegt - beides jeweils bestimmt bei einem Kon-
zentrationsgradienten von 1µM. Im Gegensatz dazu wird bei Ribbeck und Görlich87 als
Ergebnis von GFP-Importmessungen an digitonisierten HeLa-Zellen unter Anliegen der-
selben Konzentrationsdifferenz ein Wert von 2GFP Molekülen pro NPC pro Sekunde
genannt, der noch um 25% über dem maximalen möglichen Wert von 1.43Molekülen
pro NPC pro Sekunde liegt. Jedoch wird dieser relativ hohe Wert durch eine neuere
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Kern → Cytoplasma
A B

Cytoplasma → Kern
C D

Abb. 12.3.: Bestimmung der Messgenauigkeit der Transporteranalyse mit GFP als inerten
Proteinstandard
Oben: Cytoplasmatische GFP Diffusion entsprechend [12.1], 10 unabhängige
Messungen mit 119 ausgewerteten TCs; Unten: Nukleoplasmatische GFP Dif-
fusion entsprechend [12.2], 6 unabhängige Messungen mit 76 ausgewerteten TCs;
mit jeweils A & C: Variation bei der Bestimmung von k, B & D: Variation der
Werte für den normierten molekularen Fluss Φnorm nach Berechnung aus dem
experimentell bestimmten k und Fmax bzw. Fmin; Fehlerbalken als einfache Stan-
dardabweichung pro Experiment
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Publikation von Frey und Görlich aus diesem Jahr36 wieder relativiert, da in vitro-
Versuche mit einem Nsp1-FG-Hydrogel zur Bestätigung des von Görlich favorisierten
“Selective Phase“Models für ein acGFP Molekül nur eine sehr geringe molekulare Fluss-
rate von 0.3Molekülen pro NPC pro Sekunde und 1µM Konzentrationsdifferenz ergab,
die noch im Bereich der Variation des gemessenen Cytoplasma-Kern Flusses liegt. Die
Abweichung könnte in der hohen Konzentration an Nsp1 von 2.2mM und der dadurch
bedingten dichten Gelstruktur liegen. Dadurch werden im Gegensatz zur hier verwende-
ten Transporteranalyse die tatsächlichen Verhältnisse in einem funktionalen NPC nicht
modelliert. Angesichts mangelhafter Kontrollen wäre denkbar, dass die erhöhten Fluss-
raten bei den zuvor genannten digitonisierten HeLa-Zellen auf eine unzureichend intakte
Kernmembran oder eine Beeinträchtigung der NPC-Funktionalität hindeuten, die beide
zu einer scheinbaren Beschleunigung des Importprozesses führen könnten.

12.2. Untersuchung verschiedener Einflussgrößen

Im Laufe zahlreicher Membrantransportmessungen stellte sich heraus, dass eine hinrei-
chend gute Dichtigkeit der präparierten Xenopus laevis Kernmembranen, unabhängig
vom jeweiligen Experimentator, nur sehr selten erreicht werden konnte. In dieser Ar-
beit wurde deshalb mit unterschiedlichen Ansätzen das Ziel verfolgt, diesen Umstand
entscheidend zu verbessern, um künftig eine breitere und routinemäßige Anwendung
der hier verwendeten Membrantransporteranalyse zu ermöglichen. Die Membrandich-
tigkeit konnte durch die Einführung einer funktionellen Oberflächenbeschichtung des
Polykarbonats und der Verwendung von Atto637-MBP als Kontrollprotein soweit er-
höht werden, dass unter optimalen Bedingungen im Durchschnitt etwa 50% aller mem-
branbedeckten Vertiefungen im Vergleich zur maximalen Fluoreszenzintensität in den
offenen Referenz-Vertiefungen eine relative Dichtigkeit von <30% erreichen.

Das zu Beginn verwendete inerte, 70 kDa große TexasRed Dextran Molekül erwies sich
als eher schlechte Dichtigkeitskontrolle, da dessen schneller Einstrom zu Beginn einer
Messung eine optimale Kontrolle der Membrananheftung und Dichtigkeit erschwerte.
Deshalb wurde bei den Arx1-Messungen im folgenden Kapitel [13] oftmals nur eine
relative Dichtigkeit von <40% im Vergleich zur maximalen Helligkeit errreicht. Trotz
mehrfacher Filtrationsversuche mit Microcon-Filtern von Amicon mit einer Aussschluss-
grenze von 50 kDa und entgegen des vom Hersteller angegebenen Größenbereichs von
60-90 kDa konnte der Einstrom kleinerer Dextran-Fragmente zu Beginn der Messung
nicht vermieden werden. Es wurden deshalb mehrere Dichtigkeitskontrollen mit un-
terschiedlichen Fluoreszenzmarkierungen teilweise im Rahmen einer Diplomarbeit von
Nina Quiskamp getestet. Dabei zeigte sich, dass alle mit Alexa633 Fluorophor markier-
ten Kontrollproteine wie Rinderserumalbumin (BSA) oder Maltose bindendes Protein
(MBP) die Kernmembran unspezifisch und stark anfärbten. Bedingt durch den hohen
Brechungsindex von Polykarbonat von 1.58-1.59 im Vergleich zu wässrigen Lösungen
und den sich ergebenden schlechteren optischen Eigenschaften (siehe Abschnitt [12.3])
führt dies zu einer Erhöhung der Hintergrundfluoreszenz und dadurch zu verstärkter
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Fluoreszenzintensität in den dichten, eigentlich dunklen membranbedeckten Vertiefun-
gen. Eine Lösung lieferten die hydrophilen, besser wasserlöslichen Fluorophore der Firma
AttoTec, von denen speziell Atto637 im roten Bereich für eine Proteinmarkierung ver-
wendet wurde und das erwartungsgemäß keine Anfärbung der Kernmembran bewirkte.
Je nach Anwendung und je nach Größe des zu untersuchenden Transportsubstrates eig-
nen sich beide Kontrollproteine, sowohl Atto637-BSA, als auch Atto637-MBP sehr gut
zur Überprüfung der Membranintegrität während der Transportmessungen, wobei MBP
vor allem aufgrund seiner geringeren Adsorptionsneigung im Vergleich zu BSA eher zu
bevorzugen wäre.

Ein ebenfalls wesentlicher Faktor zur Erhöhung der Membrandichtigkeit gegenüber ent-
sprechenden Kontrollsubstraten stellt die festere Anheftung der isolierten Kernhüllen auf
dem jeweiligen Trägersubstrat dar. Wegen der hohen Zahl an möglichen Einflussgrößen
gestaltet sich die Anheftung von Zellen auf technischen Oberflächen trotz vielfältigster
Untersuchungen als schwierig. Bereits vorangegangene Experimente mit Kernmembra-
nen auf Polykarbonatoberflächen haben gezeigt, dass zweiwertige Ionen, wie Calcium
in einer Konzentration von etwa 3µM, vermutlich durch die Abschirmung der nega-
tiv geladenen Phospholipide, das Kleben auf der Oberfläche begünstigen.78 Hier wur-
den drei verschiedene Oberflächenmodifikationen hinsichtlich ihres Einflusses auf die
Membrandichtigkeit untersucht, zum einen eine chemische Veränderung der Polykarbo-
natoberfläche durch Luftplasma, zum anderen die in der Zellkultur häufig eingesetzte
Poly-L-Lysin Beschichtung, und letztendlich eine direkte Vernetzung der Poly-L-Lysin
Oberfläche mit den Cysteinen der Membranproteine über einen bifunktionalen Linker
(Reaktionsschema siehe Abschnitt 10.2).

In Abbildung [12.4] wird deutlich, dass die Wahrscheinlichkeit ausreichend dichte mem-
branbedeckte TCs zu erhalten für beide getesteten Kontrollproteine von der Plasmamo-
difikation über die Poly-L-Lysin-Beschichtung bis zur SMCC-Vernetzung kontinuierlich
ansteigt. Während der Einbau von Hydroxyl, Carbonyl und Carbonsäuregruppen90 nach
Behandlung der hydrophoben Polykarbonatoberfläche mit Luftplasma nur zu 8-12%
dichten TCs führt, erhöht sich der Anteil dichter TCs für die Poly-L-Lysin Beschich-
tung bereits auf 9-15% und für die Vernetzung mit dem bifunktionalen SMCC-Linker
auf 20-22%. Dabei bewirkt die SMCC vermittelte Kopplung der Membran an die Ober-
fläche im Fall des Kontrollproteins Atto637-MBP, welches mit einem Molekulargewicht
von 41.3 kDa nur knapp über der Ausschlussgrenze des NPCs von 40 kDa liegt,55,66 ei-
ne deutlichere Verbesserung der Membrandichtigkeit als bei Alexa488-BSA. Insgesamt
kann eindeutig festgestellt werden, dass der bifunktionale SMCC-Linker aufgrund sei-
ner Amin-und Cysteinreaktivität eine deutliche Erhöhung der Membrandichtigkeit zur
Folge hat und den Anteil an verwertbaren Messungen stark erhöht. Dies wird durch
die eingebettete Grafik bestätigt, die im Vergleich zu allen durchgeführten Experimen-
ten denjenigen Anteil an Messungen zeigt, die mindestens ein dichtes TC lieferten. Bei
Verwendung der Oberflächenmodifikation mit SMCC sind somit bis zu 55% aller Expe-
rimente auswertbar, während ohne Beschichtung speziell bei Verwendung des kleineren
Atto637-MBP nur noch etwa 20% aller Experimente benutzt werden können.
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Abb. 12.4.: Vergleich der relativen Dichtigkeit DR in Prozent zwischen drei unterschiedlichen
Oberflächenmodifikationen von Polykarbonat
Grau: (a) Plasmacleaner (1min, 50% Intensität) (b) Poly-L-Lysin Schicht nach
Plasmacleaner (10 min; RT) (c) SMCC Beschichtung nach [10.2], jeweils mit
Alexa488-BSA und Atto637-MBP als Dichtigkeitskontrolle. Rot,innen: Prozen-
tualer Anteil auswertbarer Messungen mit dichten TCs im Vergleich zur Gesamt-
zahl aller durchgeführten Messungen

Trotz der bereits genannten methodischen Verbesserungen traten immer zu bestimm-
ten Monaten Probleme mit der Dichtigkeit der isolierten Xenopus laevis Kernmembra-
nen auf. Es lag deshalb nahe zu vermuten, dass die Oozytenbeschaffenheit, sowie auch
die Zusammensetzung der Kernmembran, jahreszeitlichen Schwankungen unterliegen.
Einen Beweis für diese Annahme lieferte die Aufschlüsselung des Anteils an dichten
TCs nach Monaten in Abbildung [12.5,links]. Denn nach einem Minimum an dichten
TCs im Februar und März steigt deren Anteil kontinuierlich und erreicht ein Maxi-
mum in den Sommermonaten Juni bis September. Die Zahlenwerte über den einzelnen
Säulen stehen jeweils für die Anzahl an insgesamt ausgewerteten membranbedeckten
Vertiefungen, die in die Statistik einflossen. Dabei konnte keine Beziehung zwischen
der Anzahl an Messwerten pro Monat und der jeweiligen relativen Dichtigkeit nachge-
wiesen werden, denn die relative Dichtigkeit im Oktober lag um etwa die Hälfte nied-
riger als im Juli, obwohl doppelt soviele TCs in die Berechnung einbezogen wurden.
Bei der Mittelung wurde zwar nicht zwischen den verwendeten Dichtigkeitskontrollen,
Beschichtungen und Transportsubstraten unterschieden, aber darauf geachtet, dass ne-
ben gleichen Mikroskopeinstellungen und präparativen Bedingungen (Raumtemperatur,
Isolation, Zugabe), auch im Bezug auf die vorher genannten Punkte eine ähnliche Va-
riation innerhalb der Monate vorlag. Eine Auftragung des Dichtigkeitsanteils getrennt
zwischen unbeschichteten und SMCC-beschichteten Messarrays ergab keine Korrelati-
on zwischen SMCC-Beschichtung und erhöhter Dichtigkeit. Im Februar, einem Monat
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Abb. 12.5.: Jahreszeitliche Schwankungen der Dichtigkeit von isolierten Xenopus Laevis
Kernmembranen
links: Mittlere relative Membrandichtigkeit in Prozent im Bezug zur Gesamtzahl
der membranbedeckten TCs (Zahlenwerte); rechts: Jahreszeitliche Veränderung
des Calciumspiegels im Serum von Xenopus Laevis Fröschen und des Anteils des
Ovariengewichts im Vergleich zum Körpergewicht (Quelle: H. Zwarenstein, H.A.
Shapiro40)

mit schlechter Membrandichtigkeit, lagen sowohl die Werte für die unbeschichteten als
auch für die SMCC-beschichteten Messarrays sehr niedrig, während im September die
unbeschichtete Oberfläche bessere Ergebnisse lieferte (Daten nicht gezeigt). Die in Ab-
bildung [12.5,links] dargestellte Gesamtstatistik reicht folglich aus, um die wesentlichen
Unterschiede zu erkennen, da die einzeln nach der Beschichtung aufgelistete Statistik
keinen zusätzlichen Informationsgehalt bietet.

Interessanterweise überlagert sich der Anstieg der Membrandichtigkeit aus Abbildung
[12.5] gleichzeitig mit den Monaten, in denen die Xenopus laevis Frösche in ihrem natür-
lichen Lebensraum in Südafrika mit der Fortpflanzung beginnen.101 Die Fortpflanzungs-
zeit der Frösche erstreckt sich über die regenreichen Monate vom späten Winter bis
Frühling d.h. über die Monate Dezember bis April oder bezogen auf die Nordhalbkugel
von Juni bis Dezember. Genau in dieser Zeit etwa von Juni bis November bilden die
Frösche, die in ihrem natürlichen Lebensraum untersucht wurden, in Korrelation mit
einem erhöhten Serumcalciumspiegel größere Ovarien aus, wie in der rechten Abbildung
[12.5] deutlich wird. Es liegt also nahe zu vermuten, dass der Anstieg der Membrandich-
tigkeit in Verbindung steht mit den Veränderungen wie z.B. Ovariengröße im Zuge der
Fortpflanzung. Die Frösche werden zwar in temperierten Wassertanks gehalten, aber wie
in der Literatur teilweise berichtet wird, kann es auch bei in Gefangenschaft lebenden
Fröschen als Folge eines falschen Tageslichtzyklus zu jahreszeitlichen Schwankungen in
der Beschaffenheit der Oozyten kommen.20,101 Diese Schwankungen wirken sich offen-
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sichtlich auch auf die Beschaffenheit der Kernmembranen aus, die eine Abnahme oder
Zunahme der Membrandichtigkeit verursachen. Trotz dieser Korrelation bleibt zu klä-
ren, worin genau die Ursache für eine veränderte Membrandichtigkeit liegt, sei es in einer
veränderten Anheftungsfähigkeit auf der Oberfläche, sei es in einer veränderten NPC-
Durchlässigkeit oder einer veränderten Festigkeit bzw. Elastizität der Kernmembran.
Zudem wäre es für künftige Transporteranalysen ratsam, die Haltungsbedingungen der
Xenopus laevis Frösche genau zu überprüfen und speziell auf die Einhaltung von gleichen
Tag/Nacht-Zyklen, sowie auf das Vorandensein fensterloser Räume zu achten.

12.3. Entwicklung verbesserter Messarrays aus Teflonmaterialien

Die in der Literatur beschriebenen58 und größtenteils in dieser Arbeit benutzten Mess-
felder mit 50µm großen Vertiefungen in Polykarbonat besitzen einige Nachteile, die
eine Verkleinerung des Durchmessers der Vertiefungen, um beispielsweise Zellkerne aus
Saccharomyces cerevisiae zu messen, erschweren. Dazu zählt das reduzierte Detekti-
onsvolumen, bedingt durch einen deutlichen Unterschied bei den Brechungsindizes der
Pufferlösung (nD ≈ 1.33) und der Polykarbonatwände (nD ≈ 1.58). Ebenso wirkt sich
die Autofluoreszenz der TC-Ränder vor allem bei 488 nm Anregung, verursacht durch
die Herstellungsmethode der Laserablation,58 nachteilig aus. Im Rahmen dieser Arbeit
wurde deshalb versucht, besser geeignete Materialien zu finden, die sowohl keinen der
genannten Nachteile aufweisen, als auch leichter mikro-und nanostrukturierbar sind, um
Vertiefungen mit deutlich kleinerem Volumen und einer einheitlichen Geometrie herzu-
stellen. Dies ermöglicht eine erhöhte Statistik pro durchgeführter Messung, verbunden
mit einer erhöhten Wahrscheinlichkeit eine hohe Anzahl an dichten, auswertbaren Lö-
chern zu erhalten. Gleichzeitig können durch eine Reduktion des Durchmessers statt
der bisherigen Messungen von NPC-Ensemblen und mittleren Flussraten nun einzelne
NPCs charakterisiert werden,81 wie in Abschnitt [10] näher erläutert, um beispielsweise
herauszufinden, ob es verschiedene Untergruppen von NPCs gibt, die unterschiedliche
Transportfunktionen erfüllen.

Transparente Materialien mit einem Brechungsindex in der Nähe von Wasser, die eine
hohe Transmissionsrate für den sichbaren Wellenlängenbereich aufweisen, sind relativ
schwer zu finden. Einzig Teflon-Derivate bieten genau diese Eigenschaften, von denen
kommerziell lediglich gelöstes TeflonAFTM (DuPont) und TeflonFEP Folie (DuPont)
erhältlich sind. Eine chemische Strukturierung von Telfon kann aufgrund der stark hy-
drophoben, folglich schwer benetzbaren Oberfläche und aufgrund des inerten Verhaltens
gegenüber sehr vielen Chemikalien nicht durchgeführt werden, so dass physikalische Me-
thoden, wie das Nanoimprinting-Verfahren und das Ionenätzen mittels eines fokussierten
Galliumstrahls (“Focussed Ion Beam“) angewendet wurden.

In Kooperation mit der Festkörperphysik der Ruhr-Universität Bochum konnte ein ers-
ter Prototyp hergestellt werden, der rechteckige Vertiefungen mit 3 x 3µm und einer
Tiefe von 2µm in TeflonAFTM enthielt. Die hierbei verwendete Methode des Material-
abtrags mittels eines fokussierten Galliumionenstrahls stellte sich jedoch aufgrund der
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A, 3µm

FIB

B, 3µm

Nanoimprint

C, 500 nm D, 250 nm

Abb. 12.6.: Aufnahmen der neuen TC-Arrays in TeflonAFTM und TeflonFEP
A: 3x3µm Vertiefungen in TeflonAFTM, strukturiert durch FIB (Festkörper-
physik, Bochum), Durchlichtaufnahme B-D: TC mit 3µm (B), 500 nm (C) und
250 nm (D) Durchmesser in TeflonFEP, hergestellt durch Nanoimprinting (Fir-
ma: Bessy AZM), EM-Aufnahme

seriellen Durchführung als sehr zeitaufwendig heraus, so dass nach einer Alternative
gesucht wurde, um besonders kostengünstig größere Stückzahlen der Locharrays zu pro-
duzieren. Deshalb wurde letztendlich das Nanoimprinting-Verfahren verwendet und in
Kooperation mit dem Bessy AZM in Berlin realisiert, die die Herstellung eines Druck-
stempels aus Silizium sowie das Prägen der Vertiefungen sowohl in TeflonAFTM als auch
in TeflonFEP übernahmen. Dieses Verfahren erlaubte die Herstellung von Vertiefungen
mit 3µm, 500 nm und 250 nm Durchmesser. In der folgenden Abbildung [12.6] sind die
geprägten Strukturen beider Prototypen zu sehen. Daraus wird deutlich, dass sich mit
beiden Techniken 3µm breite Vertiefungen mit sehr regelmäßiger Geometrie herstel-
len lassen. Lediglich die noch kleineren Löcher mit 500 nm und 250 nm Durchmesser
wurden nur unvollständig in die TeflonFEP Folie geprägt, da während der Herstellung
geschmolzenes Teflon in die kleinen Vertiefungen zurücklief (siehe Bild D).

A, 50µm B, 3µm C, 500 nm D, 250 nm

Abb. 12.7.: Detektionsvolumen der mit Alexa488 Fluorophor gefüllten Messvertiefungen im
xz-Schnitt
A: TC in Polykarbonat 20x vergrößert (Durchmesser: 50µm; Tiefe: 50µm), her-
gestellt mittels Laserablation (Firma: Bartels Mikrotechnik); B-D: TC mit 3µm
(B), 500 nm (C) und 250 nm (D) Durchmesser in TeflonFEP 63x vergrößert, her-
gestellt durch Nanoimprinting (Firma: Bessy AZM)

97



12. Evaluation der Transporteranalyse

Wie in Abbildung [12.7, C und D] zu erkennen, zeigen auch die kleineren Löcher, nach-
dem sie im Ultraschallbad mit Alexa488 Fluorophore befüllt wurden, eine gleichmä-
ßige Verteilung der Fluorophore in den Vertiefungen. Dies wiederum deutet auf eine
ausreichend gute Prägung der Vertiefungen hin. Die in Abbildung [12.6,D] noch zu
erkennenden Materialreste wurden vermutlich durch die Vibrationen des Ultraschallge-
räts entfernt, so dass offene gereinigte Vertiefungen entstanden. Die Vorteile des neuen
Materials und Herstellungsverfahrens werden durch einen Vergleich mit den bisher ver-
wendeten Messarrays aus Polykarbonat sehr anschaulich dargelegt. Denn in Abbildung
[12.7, B-D] ist im Gegensatz zu Abbildung A keine Autofluoreszenz des Materials in
Form von stärker fluoreszierenden Rändern zu erkennen. Die ebenfalls in Abbildung A
zu sehende Löschung der Fluoreszenz in der Nähe der TC-Wände, die verursacht wird
durch einen großen Unterschied bei den Brechungsindizes von Polykarbonat und Puffer,
findet sich erwartungsgemäß bei den TeflonFEP Vertiefungen nicht mehr, da deren Bre-
chungsindex in der Nähe von wässrigen Lösungen bei 1.34-1.35 liegt. Eine Anpassung
des Brechungsindex des Materials an die wässrige Lösung in den TCs bietet somit den
Vorteil das gesamte TC-Volumen als Detektionsbereich zur Verfügung zu haben, was
sich bei sehr kleinen Vertiefungen vorteilhaft auf die Signalstärke auswirkt. Gleichzeitig
sollte sich durch eine Anpassung der Brechungsindizes das konfokale Volumen des Mi-
kroskops vor allem in z-Richtung deutlich verkleinern. Als Folge einer solchen reduzierte
z-Ausdehnung kann in sehr kleinen TCs das gesamte konfokale Anregungs-und Detekti-
onsvolumen unterhalb der Oberfläche positioniert werden. Ein limitierender Faktor bei
der Herstellung von Vertiefungen mit sehr kleinem Durchmesser ist das Aspektverhält-
nis zwischen Tiefe zu Durchmesser der TCs. Dieses hat für Teflon Materialien maximal
einen Wert von 6,90 wodurch die Tiefe sehr kleiner TCs mit einem Durchmesser von
z.B. 250 nm auf 1.5µm limitiert wird. Die Größe des konfokalen Volumens, welches
das minimale Volumen der TCs festlegt, wurde deshalb mit Hilfe von fluoreszierenden
Beads bestimmt, deren Ausdehnung mit 100 nm unterhalb der Auflösungsgrenze eines
konfokalen Mikroskops liegt. Nach Immobilisierung der Partikel auf der Oberfläche des
jeweiligen Materials lässt sich anhand der Punktverwaschungsfunktion die Ausdehnung
des konfokalen Volumens in allen drei Raumrichtungen ermitteln.

Die Bestimmung des konfokalen Volumens aus den gemessenen PSFs (Tabelle [12.1])
zeigt, dass die Anpassung des Brechungsindex durch Verwendung von TeflonFEP oder
TeflonAFTM im Vergleich zu Polykarbonat eine verbesserte Auflösung vor allem in z-
Richtung ergibt. Zwar besitzt Glas einen Brechungsindex, der näher am Polykarbonat
und weiter entfernt von wässrigen Lösungen liegt, stellt aber mit einem konfokalen Vo-
lumen von 4.1 x 10−2 µm−3 noch das beste Material dar, da die meisten Objektive für
Glasmaterialien optimiert wurden. Dem Glaswert sehr nahe kommen die Teflonmate-
rialien, allen voran TeflonAFTM, das in z-Richtung eine Halbwertsbreite der PSF von
1156 nm und ein konfokales Volumen von etwa 5.3 x 10−2 µm−3 aufweist. Die Werte
für die unterschiedlich dick mit Siliziumdioxid bedampften TeflonFEP Folien liegen nur
etwas höher als für TeflonAFTM. Die Siliziumdioxid-Schicht scheint dabei die optischen
Eigenschaften des Materials nur geringfügig zu verschlechtern und erhöht gleichzeitig
den Anteil an hydrophilen Gruppen auf der Oberfläche, die eine Anheftung der Xenopus
laevis Kernmembranen und eine bessere Benetzbarkeit der TCs ermöglichen. Anhand
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Tab. 12.1.: Halbwertsbreite (FWHM) der Punktverwaschungsfunktion eines 100 nm großen
Transfluorbeads auf der Oberfläche der genannten Materialien

Material nD FWHM a Vconf
b

nm x 10−2 µm3

x y z
Glas 1.46 295 ± 17 291 ± 32 908 ± 71 4.1 ± 1.1
Polykarbonat 1.58-1.59 395 ± 21 410 ± 16 2929 ± 103 24.8 ± 3.3
TeflonAFTM 1.31 307 ± 10 286 ± 16 1156 ± 42 5.3 ± 0.7
TeflonFEP ≈ 1.34-1.35 344 ± 14 320 ± 31 1678 ± 46 9.7 ± 1.7
+ 5 nm SiO2
TeflonFEP ≈ 1.34-1.35 315 ± 7 343 ± 27 1762 ± 71 10.0 ± 1.5
+ 20 nm SiO2

a Objektiv: 63x Ölimmersion; Anregungswellenlänge: 488 nm
b konfokales Volumen Vconf : Ellipsoid = 4/3 · π · FWHM(x)/2 · FWHM(y)/2 · FWHM(z)/2

der Halbwertsbreite der PSF in z-Richtung für TeflonFEP mit 20 nm SiO2 kann eine
untere Grenze für die Tiefe der TCs festgelegt werden, bei der sich das konfokale Anre-
gungsvolumen noch vollständig innerhalb der Vertiefungen befindet. Sie liegt bei etwa
1.8µm.

12.4. Diskussion und Ausblick

Die genauere Evaluation der in dieser Arbeit verwendeten OSTR-Methode zur Analy-
se von Membrantransportern lieferte eine wichtige Grundlage für weitere Messungen,
die nicht nur ermöglichte Fehlerquellen auszuschließen, sondern auch durch die GFP-
Statistik zeigte, mit welcher Genauigkeit Geschwindigkeitskonstanten bestimmt werden
können. In den meisten Fällen waren die Importmessungen wegen Schwierigkeiten beim
Pufferaustausch fehleranfälliger, meist zu erkennen an unterschiedlich steilen Abfällen
in der Fluoreszenzintensität der offenen Referenz-TCs, die ein Maß für den schnellen,
gleichmäßigen Pufferaustausch darstellen. Aus dem Fehlerintervall von 3σ für die GFP-
Diffusion bestimmt sich derjenige Unterschied in den Gechwindigkeitskonstanten und
Flussraten, der noch zuverlässig aufgelöst werden kann. Er liegt für die hier verwendete
Methode bei einer Verdopplung der k-Werte bzw. der Flussraten. Kleinere Unterschiede
gehen in der starken Variationsbreite unter und können nicht entsprechenden externen
Einflussgrößen zugeordnet werden. Folglich lässt sich die Messung der passiven Diffusi-
on von GFP durch den NPC gut als standardisierte Kalibrierung der Methode nutzen.
Wofür auch spricht, dass in der Literatur bereits mehrere Werte zum GFP-Import und
Export bekannt sind58,87 und zusätzlich zum langsamen Transport keine vorgelagerten
Bindungsgleichgewichte wie im Fall der Transportine auftreten.

Besonders ins Gewicht fallen Fehler, die durch manuelle Präparation und Zugabe der
Transportlösung zur Messkammer entstehen. Deshalb würde eine automatisierte Zugabe
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mit einer steuerbaren Spritzeneinheit verhindern, dass Geschwindigkeit und Position der
Zugabe stark variieren. Die zahlreichen Tests und Experimente haben ebenfalls gezeigt,
dass die Methode relativ sensibel auf saisonale Schwankungen der Oozytenqualität und
auf Veränderungen der Oberflächenbeschaffenheit reagiert. Dies wird dadurch erschwert,
dass eine weiterführende quantitative Charakterisierung der Anheftung von Membranen
auf Oberflächen fehlt und lediglich empirisch versucht wird, die jeweiligen biologischen
Proben auf einer Oberfläche zu adherieren. Dies trifft auch auf Kernmembranen aus an-
deren Organismen wie beispielsweise Saccharomyces cerevisiae zu, die ebenfalls schwer
auf der Oberfläche anzuheften sind (persönliche Kommunikation mit der Doktorandin
Julia Farr aus AG Prof. Peters). Dennoch hat die OSTR-Methode nicht zuletzt auf-
grund der möglichen Parallelisierbarkeit das Potential, routinemäßig für Analysen von
Transportern und Kanälen aller Art eingesetzt zu werden, sofern experimentelle Her-
ausforderungen wie Isolation der Membranen, Herstellung optisch geeigneter Messarrays
mit Vertiefungen von Durchmessern kleiner 300 nm, sowie Anheftung auf technischen
Oberflächen ausreichend gelöst werden.

Ein wesentlicher Grundstein für die Entwicklung neuer Messarrays zur breiteren Anwen-
dung der Methode konnte durch die Analyse der optischen Eigenschaften erster Prototy-
pen gelegt werden. Speziell das Nanoimprint-Verfahren erweist sich für eine industrielle
Herstellung von Messvertiefungen mit einheitlicher Geometrie und geringer Größe gut
geeignet, da es relativ kostengünstig, parallelisierbar und leicht durchführbar ist. Erste
Tests mit den in Kooperation hergestellten Prototypen aus TeflonFEP und TeflonAFTM

konnten ferner zeigen, dass die Materialien neben einer hohen Transmissionsrate im
sichtbaren Spektralbereich, keine Autofluoreszenz für die Anregungswellenlängen 488,
532 und 633 nm aufwiesen. Die Anpassung des Brechungsindex konnte die PSF vor al-
lem in z-Richtung nachhaltig verkleinern, so dass in Teflon trotz der Limitierung des
Aspektverhältnissses kleinere Vertiefungen hergestellt werden können als in Polykarbo-
nat. Zudem wurde durch Bedampfung der Oberfläche mit Siliziumdioxid eine Anheftung
der Kernmembranen aus Xenopus laevis Oozyten erreicht, die allerdings nicht ausreich-
te, um eine Membrandichtigkeit bei einem ersten Transportversuch zu bewirken. Weitere
Experimente konnten im Rahmen dieser Arbeit nicht durchgeführt werden, da sich nach
Ende der Kooperation mit dem Bessy AZM in Berlin kein Nachfolger finden lies, der die
Produktion der Messarrays in größeren Stückzahlen übernahm, um die entwickelten Ar-
rays weiteren Tests zu unterziehen. Eine Reinigung der bereits vorhandenen Messarrays
aus TelfonFEP konnte ebenfalls nicht erreicht werden, da ein Einweichen in Lösungsmit-
teln bereits ohne Ultraschallbehandlung ein Ablösen der laminierten TeflonFEP-Folie
zur Folge hatte. Neben einer Verbesserung der Membrandichtigkeit müsste das Problem
der Positionierung des Messfeldes zum Beispiel anhand von sichtbaren Markierungen
gelöst werden, um die sehr kleinen Vertiefungen schneller zu finden. Ähnlich wie bei den
Probentellern in der Elektronenmikroskopie wären Tische mit genau definierten Abla-
gen für die Proben denkbar, die nach Programmierung eines Koordinatennetzes eine
Ansteuerung der Probe durch Eingabe der jeweiligen Koordinaten ermöglichen. Dies
ließe sich durch entsprechende Computersoftware ebenso wie die Zugabe der Transport-
lösung gut automatisieren.
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Am Export ribosomaler Vorstufen vom Nukleus ins Cytoplasma sind eine Reihe nicht-
ribosomaler Proteine beteiligt, zu denen Adapterproteine wie Alb1, Nmd3 oder Trans-
porterproteine wie Xpo1, Mex67/Mtr2 aus Saccharomyces cerevisiae zählen. Experimen-
te in der Gruppe von Prof. Ed Hurt in Heidelberg konnten einen weiteren potentiellen
Transportrezeptor für pre-60S Untereinheiten in Hefe identifizieren, welcher zwar sei-
ner Funktion als Transportin entsprechend mit den FG-Nukleoporinen im NPC-Kanals
wechselwirkte, aber keine strukturelle Homologie zur Importin-β Familie, sondern statt-
dessen zur Familie der Methionin-Aminopeptidasen aufwies. In diesem Zusammenhang
stellt sich die Frage, ob Arx1 trotz dieser strukturellen Abweichung als Transportre-
zeptor wirken kann und im Zuge dessen ohne zusätzliche Cofaktoren die Fähigkeit
besitzt, zwischen Kern und Cytoplasma zu shutteln. Die OSTR-Technik als in vitro-
Membrantransporteranalyse kann für genau solche Fragestellungen als die optimale Me-
thode betrachtet werden. Der Vorteil dieser Methode liegt dabei in der Untersuchung des
Einflusses einzelner isolierter Komponenten auf den zellulären nukleocytoplasmatischen
Transportweg ohne den bei in vivo Messungen oftmals störenden, weil undefinierten
Hintergrund.

Im folgenden Abschnitt [13.1] konnte somit gezeigt werden, dass Arx1 ebenso wie andere
Transportrezeptoren in der Lage ist, alleine ohne zusätzliche Adapter- und Transporter-
proteine den NPC in beide Richtungen zu durchqueren, um in beide Kompartimente,
den Kern und das Cytoplasma zu gelangen. Des Weiteren wurden die Geschwindigkeits-
konstanten für die Arx1-Diffusion im Vergleich zu den Struktur- und Sequenzhomolo-
gen Map1, Ebp1 für beide Richtungen bestimmt, sowie die dazugehörigen molekularen
Flussraten pro NPC berechnet.

13.1. Geschwindigkeitskonstante k und molekularer Fluss Φ

Die im folgenden Abschnitt dargestellten Ergebnisse wurden zwar zusammen mit un-
seren Kooperationspartnern Prof. Ed Hurt und Bettina Bradatsch aus Heidelberg be-
reits in der Zeitschrift Molecular Cell, Vol.27(5) veröffentlicht, jedoch ergaben sich aus
weiteren Experimenten neue Erkenntnisse, die zu einer Weiterentwicklung der Auswer-
tung und somit zu leicht veränderten Ergebnissen führten. Einerseits werden die expe-
rimentellen Daten nicht mehr durch eine monoexponentielle Funktion angenähert, die
durch den theoretisch vorhandenen Nullpunkt geht, sondern die eine zusätzliche Offset-
Variable enthält, die der vorhandenen Hintergrundfluoreszenz bzw. der Autofluoreszenz
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des Materials Rechnung trägt. Andererseits wurde zwecks Einheitlichkeit das Dichtig-
keitskriterium auch für die Alexa488-Arx1 Transportmessungen von < 50% auf < 30%
herabgesetzt.

13.1.1. Arx1-Export: Vom Nukleus ins Cytoplasma

Das Arx1 Protein, sowie das homologe Protein Map1 aus Saccharomyces cerevisiae
und das humane Ebp1 wurden von Bettina Bradatsch (Prof. Ed Hurt, Heidelberg) re-
kombinant in Escherichia coli hergestellt, aufgereinigt und anschließend mit Alexa488-
Maleimid an den Cysteinen markiert. Der Markierungsgrad, angegeben als mittlere An-
zahl an Farbstoffen pro Molekül, lag für Alexa488-Arx1 bei 0.44, für Alexa488-Ebp1
zwischen 0.40-0.44 und für Map1 bei 0.43, so dass relativ hohe Proteinkonzentrationen
(Tabelle 13.1) für die Transportmessungen eingesetzt wurden. Die Ergebnisse der analy-
tischen SDS-PAGE in Abbildung [13.1,C] bestätigen die hohe Reinheit der verwendeten,
exprimierten Proteine, wobei Map1 sowie Ebp1 im Verhältnis zum Proteinstandard eine
geringere Strecke im Gel zurücklegten als aufgrund ihres Molekulargewichts von 42.7 kDa
und 47.4 kDa zu erwarten gewesen wäre. Dies kann vermutlich auf ein verändertes Lauf-
verhalten der Proteinstandards zurückgeführt werden, da auch das Arx1 Protein mit
einem Molekulargewicht von 64.6 kDa vergleichsweise zu weit oben im Gel zu finden ist.

Nach Zugabe von 10µl Transportlösung mit Alexa488-Arx1 zur Messkammer, in der eine
präparierte Xenopus laevis Kernmembran einige der 50 x 50µm Vertiefungen abdeckt,
konnte wie in Abbildung [13.1, A 1.Zeile] erkennbar ein langsamer, kontinuierlicher Ein-
strom von Alexa488-Arx1 in die membranbedeckten TCs beobachtet werden. Gleich-
zeitig lässt sich für das Kontrollmolekül, in diesem Fall TexasRed markiertes Dextran
mit einem Molekulargewicht von 70 kDa 1, nur eine sehr geringe Fluoreszenzintensität
nachweisen.

Die passive Diffusion in die offenen Referenz-TCs verläuft für beide Substrate, sowohl für
TRD70 als auch für Alexa488-Arx1, erwartungsgemäß sehr schnell, so dass bereits nach
176 s die maximale Fluoreszenzintensität erreicht wird (Abb.[13.1],B). Diese bleibt bis
zum Ende der Messung konstant, so dass zusätzliche Einflüsse auf die Transportkinetik,
wie Rückdiffusion aus den Vertiefungen in die Kammer, sowie Bleichen ausgeschlossen
werden können. Im Gegensatz dazu ist nach 176 s in den membranbedeckten Vertiefun-
gen wenig Arx1 vorhanden, entsprechend etwa 45% der Maximalintensität. Somit wird,
wie in den Abbildungen [13.1, A & D] zu erkennen, erst zum Ende der Messung bei
945 s die Gleichgewichtskonzentration der offenen Referenz-Vertiefungen erreicht.

Wird der zeitliche Verlauf der normierten Fluoreszenzintensität, wie in Abbildung [13.1,
D] dargestellt, so zeigt sich im Falle des Arx1 Proteins ein annähernd monoexponen-
tieller Anstieg der Intensität und somit auch der Konzentration. Dies entspricht dem

1TRD70 wurde hier nach vierfacher Filtration mit Microcon Zentrifugenfiltern verwendet; die Schwie-
rigkeiten mit TRD70 als Dichtigkeitskontrolle in diesen Experimenten führte zu den erwähnten
Verbesserung der Dichtigkeitskontrolle, sowie der Anheftung der Membranen; siehe Abschnitt [12.2]
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A

Alexa488-Arx1

TRD70

B

C D

Abb. 13.1.: Export: Erleichterte Diffusion des Arx1 Proteins aus dem Nukleus mit dazuge-
höriger Transportkinetik
A: membranbedeckte TCs, B: offene Referenz TCs, C: Analytische SDS-PAGE
nach Coomassie-Brilliant Blue Färbung der Proteinbanden Arx1 (64.6 kDa),
Map1 (42.7 kDa), Ebp1 (47.4 kDa) [Quelle: B. Bradatsch] D: Zeitabhängiger Plot
der normierten Fluoreszenzintensität von Alexa488-Arx1 (q,A,grün), Alexa488-
Map1 (@), Alexa488-Ebp1 (O) und der Kontrolle TRD70 (u,E,rot), teilweise
mit dazugehörigen Fitkurven (orange & rote Linie); Kreis: Abweichung vom Fit;
Bereich des schnellen Farbstoffeinstroms
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theoretischen Verlauf bei der Diffusion eines Substrats durch eine semipermeable Mem-
bran, wie z.B. die Kernmembran mit den eingelagerten Kernporenkomplexen. Bei einer
dichten Versiegelung der TCs durch die Kernmembran und dem Molekulargewicht des
Alexa488-Arx1 von 65.2 kDa, welches deutlich über der Ausschlussgrenze der NPCs von
40 kDa55,66 liegt, kann somit davon ausgegangen werden, dass der beobachtete Ein-
strom auf eine erleichterte Diffusion des Arx1 Proteins durch den zentralen NPC-Kanal
zurückzuführen ist. Dabei bindet Arx1, wie bereits durch Immunpräzipitations- und
Oberflächenplasmonresonanz-Experimente nachgewiesen,13 direkt an die FG-Nukleopo-
rine im Innern des NPC-Kanals und diffundiert unterstützt durch die FG-Interaktionen
entlang des Konzentrationsgradienten aus dem Nukleus in die Messvertiefungen. Dage-
gen gelangt das ähnlich große inerte TRD70 Kontrollsubstrat nur bis zu einem Wert
von etwa 20% im Vergleich zur Maximalintensität in das entsprechende TC, so dass bei
Arx1 von einem spezifischen, bindungsabhängigen Transport ausgegangen werden kann.

Map1, das ebenso wie Arx1 zur Familie der Methionin-Aminopeptidasen gehört, zeig-
te in einem unabhängigen Experiment bei einer vergleichbaren Konzentrationsdifferenz
von ∆C = 2.9µM (Arx1: 3.75µM), dass es nicht spezifisch durch den NPC wandert,
sondern sehr langsam in die membranbedeckten Vertiefungen einströmt (Abb. [13.1]).
Denn zum Ende der Messung nach 945 s erreicht es lediglich etwa 30% der Maximalin-
tensität. Dabei ist zu beachten, dass Map1 im Vergleich zu Arx1 ein deutlich kleineres
Molekulargewicht von nur 43.3 kDa besitzt. Dementsprechend konnte für das humane
Sequenzhomolog Ebp1, das mit einem Molekulargewicht von 48 kDa ebenfalls knapp
über der Ausschlussgrenze des NPCs liegt, kein spezifischer Export aus dem Nukleus
beobachtet werden. Denn der Intensitätsverlauf für Ebp1 liegt, wie in Abbildung [13.1,D]
dargestellt, auf gleicher Höhe wie derjenige für die TRD70 Dichtigkeitskontrolle aus dem
Arx1 Experiment.

In Abbildung [13.1] werden beide Intensitätsverläufe, sowohl von Alexa488-Arx1, als
auch von TRD70 durch die bereits angesprochene monoexponentielle Kurve mit Offset
ohne den theoretisch vorhandenen Nullpunkt angenähert. Abgesehen vom sehr steilen
Anstieg zu Beginn der Messung passt die exponentielle Fitfunktion nach etwa 50 s gut an
die experimentellen Daten und bestätigt somit die Theorie bei der davon ausgegangen
wird, dass die erleichterte Diffusion durch den NPC geschwindigkeitsbestimmend ge-
genüber der Kinetik des vorgelagerten Bindungsgleichgewichtes ist. Der besagte schnel-
le Anstieg der Intensität in den ersten 25-50 s der Messung, dessen Ratenkonstante um
einen Faktor 40 größer ist als für den Arx1 Export, kann nur hinreichend erklärt werden,
wenn davon ausgegangen wird, dass der freie Alexa488 Fluorophor nach der Protein-
markierung nicht ausreichend abgetrennt wurde und in die Mess-TCs einströmt. Diese
Annahme wird bestärkt durch die Beobachtung, dass dieser schnelle Einstrom in die
membranbedeckten TCs bei allen Messungen sowohl mit Alexa488-Arx1, als auch mit
Alexa488-Map1 oder Alexa488-Ebp1 in unterschiedlichen Ausprägungen zu erkennen
ist. Der hier verwendete monoexponentielle Fit mit Offset trägt genau diesem Effekt
sowie der vorhandenen Autofluoreszenz Rechnung, da er die Kurve nicht durch den
theoretischen Nullpunkt legt, sondern weiter oben beginnen lässt.
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Tab. 13.1.: Mittlere Ratenkonstante < k > und mittlerer molekularer Fluss < Φnorm > für
die erleichterte Diffusion des Arx1 Proteins im Vergleich zu den Sequenz-bzw.
Funktionshomologen Map1 und Ebp1

Protein MR CCh < k > ± σ < Φnorm > ± σ
bei t = 0 bei ∆C = 1µM

kDa µM x 10−3 s−1 mol · s−1 ·NPC−1

Alexa488-Arx1 65.2 3.75 4.8 ± 1.2 (22) 2.2 ± 0.5
Alexa488-Map1 43.3 2.9 0.28 ± 0.12 (8) a - b

Alexa488-Ebp1 48.0 2.8 0.20 ± 0.09 (10) 0.14 ± 0.15

a Statistik nur möglich, wenn als Dichtigkeitskriterium F(t)/Fmax(t) < 50% statt der
üblichen < 30% gewählt wird

b Angabe eines Flusswertes, aufgrund großer Schwankungen nicht möglich

Die veränderte Auswertung der Arx1-Daten ergibt für die erleichterte Diffusion von Arx1
aus dem Nukleus eine mittlere Geschwindigkeitskonstante von 4.8 ± 1.2 x 10−3 s−1, die
trotz der deutlich geringeren Anzahl von nur 22 verwertbaren Messungen sehr gut mit
der bereits veröffentlichten Geschwindigkeitskonstante von 4.2 ± 1.0 x 10−3 s−1 überein-
stimmt.13 Daraus errechnet sich bei einer Konzentrationsdifferenz von ∆C=1µM und
einer NPC-Dichte56 von 50 NPC/µm2 eine mittlere molekulare Flussrate von 2.2Molekü-
len pro NPC pro Sekunde. Im Vergleich dazu verlässt das viel kleinere, nur 26.8 kDa
große GFP den Nukleus mit einer um die Hälfte niedrigeren Flussrate von 1.1Molekülen
pro NPC pro Sekunde und 1µM Konzentrationsdifferenz. Demnach kann bei einem mehr
als doppelt so großen Protein wie Arx1 von einer signifikanten Beschleunigung des Dif-
fusionsprozesses als Folge einer Bindung an die FG-reichen Regionen der Nukleoporine
ausgegangen werden, da diese Änderung stärker ist als die mit GFP bestimmte Messge-
nauigkeit (siehe Abschnitt [12.1]). Die Flussrate für Ebp1, dessen Diffusion durch den
NPC stark verlangsamt ist, liegt deutlich unter derjenigen für Arx1. Jedoch lies sich nach
dem neuen Dichtigkeitskriterium von F (t)/Fmax(t) < 30% keine einzige verwertbare
Map1 Messung finden, so dass das bereits für die Veröffentlichung verwendete Dichtig-
keitskriterium < 50% angewandt wurde, um eine Vergleichbarkeit mit Arx1 und Ebp1
zu ermöglichen. Map1 als aktive Methonine-Aminopeptidase besitzt laut Bindungsexpe-
rimenten13 keine Möglichkeit mit den FG-Regionen der Nukleoporine wechselzuwirken
und strömt nur sehr langsam mit einer mittleren Ratenkonstante von 0.28 ± 0.12 x
10−3 s−1 in die membranbedeckten TCs. Einen ähnlich langsamen Einstrom zeigt Ebp1,
das mit einer mittleren Ratenkonstante von 0.20 ± 0.09 x 10−3 s−1, entsprechend einem
molekularen Fluss von 0.14Molekülen pro NPC pro Sekunde und 1µM Konzentrations-
differenz, in die bedeckten TCs wandert. Im Gegensatz zu den Ebp1 Experimenten, lies
sich für Map1 kein Flusswert berechnen, da dieser aufgrund starker Schwankungen bei
der erreichten maximalen Endkonzentration relativ große Abweichungen zeigte.
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13.1.2. Arx1-Import: Vom Cytoplasma zum Nukleus

In Anlehnung an die GFP-Testreihe werden auch im Fall von Alexa488-Arx1 beide
Richtungen der erleichterten Diffusion durch den NPC gemessen, indem die Kernmem-
bran sofort im Anschluss an die jeweilige Exportmessung vorsichtig mit reinem Mock3
Puffer gespült wird, der mit einer leicht erhöhten Saccharosekonzentration von 120mM
versetzt wurde. Dies induziert durch Umkehr des Konzentrationsgradienten den Im-
portprozess. Der Pufferaustausch erfolgt hierbei schneller als die vorherige Zugabe des
Exportmixes, da nicht nur 10µl, sondern ein relativ großes Volumen von 35µl hinzu-
gegeben werden muss. Der Wert des tatsächlich anliegenden Konzentrationsgradienten
ist dabei nicht experimentell zugänglich, sondern wird indirekt aus der Fitfunktion und
dem Verdünnungsfaktor ermittelt. Genauer gesagt, wird bei allen Importmessungen die
jeweilige Konzentrationsdifferenz bestimmt, indem die Amplitude der monoexponentiel-
len Fitfunktion mit der Konzentration nach Verdünnung multipliziert wird. Dabei ist die
Amplitude beim Importprozess gleichzusetzen mit der Differenz aus dem Maximalwert
der jeweiligen Kurve minus dem Offset aus dem Fit.

Entsprechend der Darstellung des Exports, wird in Abbildung [13.2,A 1.Zeile] der Import
des Alexa488-Arx1 Proteins aus den membranbedeckten TCs in den Nukleus gezeigt,
wobei die Fluoreszenzintensität vom Anfangswert des Exports bei 0 s bis etwa 309 s deut-
lich langsamer abnimmt als in den offenen Vertiefungen der Abbildung [13.2,B]. Denn
in den offenen Referenz-TCs ist im Vergleich zu den membranbedeckten TCs bereits
nach 57 s kaum noch Fluoreszenz detektierbar. Die Fluoreszenzintensität der Dichtig-
keitskontrolle besitzt zunächst ebenfalls den Wert aus der vorherigen Exportmessung
und nimmt nach dem Pufferaustausch ähnlich schnell ab wie das Alexa488-Arx1 Prote-
in. Gleichzeitig lässt sich, wie in der zweiten Zeile von Abbildung [13.2,A] zu sehen, in
den membranbedeckten TCs nur sehr wenig Fluoreszenz der TexasRed-Dextran Kon-
trolle nachweisen. Diese liegt bei unter 20% im Vergleich zu den offenen TCs, so dass
wie schon beim Export von einer guten Membrananheftung und Dichtigkeit gesprochen
werden kann.

Die Auftragung der normierten Fluoreszenzhelligkeit gegen die Zeit in Abbildung [13.2,
C] zeigt für die membranbedeckten Vertiefungen eine langsame Abnahme der Fluore-
zenzintensität der Dichtigkeitskontrolle bis auf unter 10%. Dieser langsame Ausstrom ist
im Gegensatz zum schnellen Einstrom kleinerer Fragmente während der vorher gezeigten
Exportmessung (Abbildung [13.1, Kreis]), eher auf geringfügige Membranundichtigkei-
ten oder auf eine fließende NPC-Ausschlussgrenze von 40-60 kDa zurückzuführen. Im
Fall der offenen Referenz-TCs nimmt die Intensität beider Substrate Alexa488-Arx1
und TRD70 erwartungsgemäß kurz nach dem Spülen rapide ab und bleibt bis auf einen
geringfügigen Anstieg als Folge des sich neu einstellenden Verteilungsgleichgewichtes
konstant. Der Endwert liegt nicht bei den theoretischen 0% Fluoreszenz, sondern bei
etwa 10-15% des Maximalwertes zu Beginn der Importmessung. Die Fluoreszenzintensi-
tät des Alexa488-Arx1 Transportrezeptors nähert sich, wie bei vielen der ausgewerteten
Messungen, dem Wert für die offenen Referenz-TCs. Jedoch kann diese unvollständige
Abnahme nicht allein durch die Verdünnung der Probe erklärt werden, da die Zugabe
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13.1. Geschwindigkeitskonstante k und molekularer Fluss Φ

A

Alexa488-Arx1

TRD70

B

C

Abb. 13.2.: Import: Erleichterte Diffusion des Arx1 Proteins in den Nukleus mit dazugehö-
riger Transportkinetik
A: membranbedeckte TCs, B: offene Referenz TCs, C: Zeitabhängiger Plot der
normierten Fluoreszenzintensität von Alexa488-Arx1 (q,A,grün) und der Kon-
trolle TRD70 (u,E,rot), teilweise mit dazugehörigen Fitkurven (orange & rote
Linie)
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von 35µl Puffer zu dem 40µl großen Reservoir über der Membran die Anfangskonzen-
tration von Arx1 lediglich um 50% auf etwa 1.75µM erniedrigen würde. Wie in Kapitel
[12] bereits erläutert, kann davon ausgegangen werden, dass die Ursache in einem unzu-
reichenden Pufferaustausch liegt, der im Vergleich zu den Exportmessungen einen gerin-
geren Konzentrationsgradienten zur Folge hätte. Sowohl die Alexa488-Arx1 als auch die
TRD70 Transportkurve konnte entsprechend der Theorie mit einer monoexponentiellen
Funktion gut angenähert werden, woraus sich für Arx1 eine Ratenkonstante von (5.45 ±
0.10) x 10−3 s−1 ergab. Diese liegt im Vergleich zur Exportmessung in Abschnitt [13.1.1]
um 78% höher. Allerdings relativiert sich dieser große Unterschied durch die gemittelten
Ratenkonstanten in Tabelle [13.2]. Dort werden die Ergebnisse aus allen ausgewerteten
Importmessungen und Exportmessungen zur besseren Anschauung gegenübergestellt,
wobei nicht bei allen Exportmessungen auch ein entsprechender Import durchgeführt
wurde.

Tab. 13.2.: Vergleich zwischen Import und Export des Arx1 Proteins anhand der mittleren
Ratenkonstante < k > und des mittleren molekularen Flusses < Φnorm > für die
erleichterte Diffusion

Protein MR CCh < k > ± σ < Φnorm > ± σ
bei t = 0 bei ∆C = 1µM

kDa µM x10−3 s−1 mol · s−1 ·NPC−1

Alexa488-Arx1ex 65.2 3.75 4.8 ± 1.2 (22) 2.2 ± 0.5
Alexa488-Arx1imp 65.2 2.5 3.8 ± 1.6 (19) 1.3 ± 0.4

Der Vergleich in Tabelle [13.2] macht deutlich, dass die jeweiligen Geschwindigkeitskon-
stanten k zwar voneinander abweichen, aber aufgrund des großen relativen Fehlers von
25 % respektive 42% des Messwertes dennoch innerhalb der einfachen Standardabwei-
chung liegen. Folglich stimmen die Geschwindigkeitskonstanten für Import und Export
im Rahmen der Messgenauigkeit überein. Dies ist für einen typischen Transportrezeptor,
der an die FG-Nukleoporine im NPC-Kanal bindet, zu erwarten, da dessen erleichter-
te Diffusion ohne kompartimentabhängige Bindungen an Proteine und ohne assoziierte
Cofaktoren nur durch die Richtung des Konzentrationsgradienten bestimmt wird. Der
Unterschied beim molekularen Fluss für den Import- und Exportprozess von Arx1 er-
klärt sich durch die lineare Abhängigkeit zwischen Ratenkonstante k und der anliegenden
Konzentrationsdifferenz, die im Fall des Imports vermutlich geringer ausfällt.

13.2. Diskussion und Ausblick

Die kinetische Analyse des Arx1 Transportes durch den NPC konnte zeigen, dass Arx1
ohne Wirkung weiterer Cofaktoren richtungsunabhängig durch intakte Kernporenkom-
plexe diffundiert. Im Hinblick auf seine biologische Funktion als zusätzlicher Rezeptor
während des Exports von 60S ribosomalen Vorstufen aus dem Nukleus stellt sich die
Frage, ob Arx1 seine Funktion erfüllen kann, wenn die Transportrate für den Export
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bei (4.8 ± 1.2) x 10−3 s−1 liegt, was bei einer Konzentrationsdifferenz von 1µM einem
Transport von 2.2 Molekülen pro NPC pro Sekunde entspricht. Bisher bekannt ist ledig-
lich eine Abschätzung des ribosomalen Transportes, der mit einem durchschnittlichen
Wert von etwa 1Ribosom pro NPC pro 3 s angegeben wird.13,32 Deren relativ lang-
same Flussrate im Vergleich zu den in vitro gemessenen Werten für Arx1 lassen sich
möglicherweise durch die Größe der pre-60S Untereinheiten, die ein höheres Molekular-
gewicht als die reinen 60S Einheit mit 2800 kDa besitzen, erklären. Dabei unterstützt
das von R. Peters entwickelte ROD-Modell,79 die hier genannte Erklärung, denn das
Modell bedingt eine indirekte Proportionalität zwischen Translokationsgeschwindigkeit
und Durchmesser der Transportkomplexe. Im Fall von Ribosomen kann sogar davon
ausgegangen werden, dass deren Durchmesser von etwa 25 nm im Bereich des maxima-
len NPC-Kanalradius von 39 nm77 liegt und die Transportrate stark reduziert wird.79

Dies kann auch der Grund sein, weshalb in vivo neben Arx1 noch zwei weitere Trans-
portrezeptoren (NTRs) Xpo1 und Mex67/Mtr2 am Export der pre-60S Untereinheiten
mitwirken, um ein günstigeres Verhältnis zwischen den großen ribsomalen Substraten
und den an die FG-Regionen bindenden Proteinen herzustellen. Deshalb wäre es si-
cher von großem Interesse, die bisherigen Daten durch Transportanalysen mit isolierten
pre-60S Vorstufen oder Teilen davon als Substrate zu ergänzen. Ein Vergleich der Trans-
lokationsrate eines Transportrezeptors mit derjenigen aller drei NTRs könnte Hinweise
darauf liefern, ob die Transportrezptoren, wie von D. Görlich postuliert, katalytisch d.h.
beschleunigend auf den Transportprozess wirken und erst durch ihre konzertierte Funk-
tionsweise nennenswerte Geschwindigkeiten für den ribosomalen Transport erreichen.

Energetisch betrachtet können im Fall sehr großer Komplexe wie Ribosomen ebenfalls
nur möglichst viele gebundene NTRs den Energieverlust, verursacht durch Oberflächen-
ladungen und Ablegen der Hydrathülle, kompensieren und infolge der frei-werdenden
Bindungsenergie die nötige positive Energiebilanz bewirken. Es erscheint ein regelrech-
ter Kraftakt zu sein, diese großen ribosomalen Vorstufen ins Cytoplasma zu transportie-
ren. Dabei stellt sich sicherlich die Frage, ob spezielle NPC-Populationen ausschließlich
für den Transport dieser großen ribosomalen Komplexe verantwortlich sind, damit die
Vielzahl an nukleozytoplasmatischen Transportwegen nicht dauerhaft verlangsamt oder
blockiert werden.92 Eine solche Frage liese sich mit der besagten Transporteranalyse nur
beantworten, wenn Messarrays mit sehr viel kleineren Vertiefungen hergestellt werden,
die eine Analyse von einzelnen Transporterpopulationen ermöglichen.

Im Allgemeinen kann bei Betrachtung der gesamten zellulären Umgebung ferner da-
von ausgegangen werden, dass eine sehr hohe Gesamtkonzentration an Makromole-
külen zu erwarten ist, die in Escherichia coli abhängig von der Wachstumsphase in
einer Größenordnung von 200-300 g/l liegt,26 das heisst weit entfernt von der hier ver-
wendeten Menge von ungefähr 0.1 g/l. Dieser Effekt der von R.J. Ellis als “molecular
crowding„beschrieben wird, beruht auf der Tatsache, dass Makromoleküle wegen der
sterischen Abstoßung ein sogenanntes Ausschlussvolumen besitzen und sich nicht be-
liebig annähern können. Demnach würde sich eine so hohe Konzentration zum einen
verlangsamend auf die freie Diffusion auswirken und somit auf diffusionskontrollierte
Prozesse, bei denen die Diffusion zum NPC geschwindigkeitsbestimmend ist. Zum An-
deren würde sich, im Gegensatz zu den bereits beschriebenen verlangsamenden Wirkun-
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gen, die Geschwindigkeit der Bindung von Transportrezeptoren an die FG-Regionen der
Nukleoporine erhöhen. Dies wiederum verschiebt das dazugehörigen Gleichgewicht in
Richtung Bindung. Eine Möglichkeit, den Einfluss einer zellulären Umgebung mit hoher
Makromolekülkonzentration zu simulieren, läge in der Zugabe von inerten Proteinen in
einer hohen physiologisch relevanten Konzentration, die weder unspezifisch an die Kern-
membran noch an die Kernporenkomplexe binden. Deshalb sollten in vitro-Messungen,
die eine genaue Analyse der einzelnen Komponenten ohne Störfaktoren oder zelluläre
Einflüsse ermöglichen, nur als komplementäre Ergänzung zu den notwendigen in vivo
Messungen gesehen werden. Genau diese Unabhängigkeit von zellulären Störfaktoren
oder zellulärem Hintergrund stellt jedoch die Stärke jeder in vitro-Methode dar, so-
fern sie sich am lebenden Vorbild orientiert, da in großer Menge Proteine, Inhibitoren
oder Pharmaka individuell im Hinblick auf ihre Auswirkung z.B. auf den ribosomalen
nucleocytoplasmatischen Transportweg getestet werden können.
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14. Kinetische Charakterisierung des viralen RRE-RNA
Transports

Viren, die aufgrund ihrer Größe ein stark reduziertes Genom enthalten und selbst keinen
Stoffwechsel besitzen, müssen eine Vielzahl an Proteinen aus ihrer jeweiligen Wirtszelle
nutzen, um ihre Vermehrung sicherzustellen. Dazu zählen beispielweise Zellrezeptoren
für die Anheftung, DNA- und RNA-Polymerasen für die Replikation und Transkripti-
on, Transportfaktoren für den nukleocytoplasmatischen Transport der RNA-Transkripte
und Ribosomen für die Proteinbiosynthese. Besonders entscheidend ist hierbei das Aus-
schalten zellulärer Kontrollmechanismen, um ungestört und unerkannt in der Wirtszelle
zu verbleiben. Ein solcher Mechanismus, der speziell auch bei Retroviren wie dem hu-
manpathogenen HIV-1 eine Rolle spielt, stellt die Exportkontrolle der RNA-Transkripte
im Zellkern dar, die nur vollständig-prozessiert und gespleißt aus dem Nukleus transpor-
tiert werden dürfen. Diese Kontrolle müssen Retroviren ausschalten, da sie ihre vielfäl-
tigen Strukturproteine aus ihrem relativ kurzen Genom nur herstellen können, wenn sie
unvollständig gespleißte oder gar nicht gespleißte RNA-Transkripte herstellen. HIV-1,
das sein RNA-Genom in Form eines DNA-Provirus in das Genom der Wirtszelle inte-
griert, hat hierfür ein spezielles System aus einer RNA-Erkennungssequenz und einem
Transportadapterprotein entwickelt. Als RNA-Erkennungssequenz wirkt eine komple-
xe 224Nukleotide lange RNA-Loopstruktur in der Nähe des env-Gens, das sogenannte
Rev-Responsive-Element, das von dem viruseigenen Adapterprotein Rev erkannt und
maskiert wird, so dass der Export von ungespleißter, Intron enthaltender Virus-RNA
über das Crm1-Exportsystem der Wirtszelle erfolgen kann. Folglich bewirkt eine nicht
funktionelle RRE-RNA eine vollständige Inhibition der Virusreplikation, da das Intron
enthaltende RNA-Genom des HIV-1 Virus durch das zelluläre System gespleißt und
infolgedessen unvollständig ins Cytoplasma transportiert wird. So können keine funk-
tionsfähigen Viruspartikel zusammengesetzt werden, weshalb dieser wichtige Schritt in
der Virusvermehrung ein potentielles Ziel für antivirale Pharmaka darstellt. Vor diesem
Hintergrund kann die Etablierung eines in vitro-Testsystems zur quantitativen Analyse
des RRE-RNA Transportweges einen wichtigen Betrag für künftige Untersuchungen von
neuartigen Wirkstoffen liefern oder im Bereich der Grundlagenforschung die Wirkung
neuer zellulären Cofaktoren analysieren.

14.1. In vitro-Transkription der RRE-RNA

Zur exemplarischen Untersuchung dieses viralen RNA-Exportweges, genügt die Herstel-
lung des isolierten Rev-Responsive-Elements, da dieser Teil der viralen RNA als Erken-
nungssequenz für das viruseigene Rev Protein ausreicht, welches wiederum über seine
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NES und NLS-Sequenz körpereigene Transportrezeptoren rekrutiert. Die RRE-Sequenz
wurde als Teil des Reportervektors pLRedR von unserem Kooperationspartner Kamyar
Hadian (Gruppe Prof. Brack-Werner, GSF Neuherberg),115 zusammen mit gereinig-
tem rekombinant hergestelltem RevGFP-StrepTag und GFP-StrepTag Kontrollprotein
erhalten. Das StrepTag, eine kurze Aminosäuresequenz, dient hierbei lediglich der Affi-
nitätsreinigung der exprimierten Proteine über eine sogenannte StrepTactin-Sepharose
mit immobilisiertem Streptavidin. Lange RNA Sequenzen lassen sich in der Regel re-
lativ einfach enzymatisch mit Hilfe der T7-RNA Polymerase transkripieren, sofern das
zugrunde liegende DNA-Template direkt vor der Klonierungsstelle einen T7 Promotor
enthält, an den das Enzym bindet. Das pLRedR allerdings enthält zwar den T7 Promo-
tor, aber vor der RRE-Sequenz sowohl ein rot fluoreszierendes DsRed Protein als auch
kurze Bereiche aus dem HIV-1 Genom, die zusammen mit der RRE-Sequenz transkri-
piert würden. Dies macht die Klonierung der RRE-Sequenz in einen speziell für die in
vitro-Transkription geeigneten Vektor, wie beispielsweise pGEM-3Zf(+) oder pTZ19R,
notwendig, um ein definiertes Transkript der reinen RRE-RNA Sequenz zu erhalten. Die
Identifikation der positiven Klone, die die RRE-Sequenz als Insert enthalten, erfolgte
mittels der in Abschnitt [7.9] beschriebenen Blau-Weiß-Selektion. Im Anschluss an die
Klonierung wurde die korrekte Orientierung der RRE-RNA durch einen Kontrollschnitt
mit der Endonuklease HindIII kontrolliert (Ergebnis nicht gezeigt) und die Sequenz der
RRE-Sequenz durch Sequenzierung und Vergleich mit den Sequenzen aus Datenbank
und Literatur, wie in der folgenden Abbildung gezeigt, überprüft.

Abb. 14.1.: Sequenzalignment mit VektorNTI Advance 10 (Invitrogen)
1.Zeile: RRE/HH (Quelle: D.I. VanRyk, S. Venkatesan94); 2.Zeile: RRE/HH
Sequenz aus dem pGEM-3Zf(+) Vektor eines positiven Klons (weiße Kolonie);
3.Zeile: RRE-Sequenz DQ114392ig14 aus der Datenbank

Die RRE-Sequenzen der in vitro-Transkriptionsvektoren, in Abbildung [14.1] pGEM-
3Zf(+)RRE als exemplarisches Beispiel gezeigt, wiesen eine hohe Similarität zu den
Sequenzen verschiedener HIV-1 Stämme aus der NCBI Datenbank auf. Der in Abbil-
dung [14.1] gelb unterlegte Bereich stellt die hochaffine Rev-Bindungsstelle dar, dessen
Sequenz bis auf ein Nukleotid an Position 164 mit den Angaben aus der Literatur
übereinstimmt. Demnach wird keine Beeinträchtigung der RRE-Erkennung durch Rev
erwartet. Denn zum einen findet sich an der angesprochenen Position 164 eine Überein-
stimmung zwischen Datenbank-Sequenz und pGEM-3Zf(+)RRE Vektor. Zum anderen
liegen die abweichenden Nukleotide d.h. mögliche Mutationen in einem Bereich, der
für die Sekundärstrukturbildung der RRE sowie für die Rev Bindung unerheblich sind.
In Folge der hohen Variabilität im Virusgenom von HIV finden sich unter den ein-
zelnen in der Datenbank aufgelisteten Stämmen zudem häufig deutliche Unterschiede
in der Nukleotidsequenz, die keine Auswirkung auf die Funktionsweise der jeweiligen
Rev-Responsive Element Bereiche haben.53,83,94 Die Abweichungen an Position 129 und
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Position 153 zwischen dem isolierten Vektor aus einem der positiven Klone und der
Datenbank können vermutlich auf diese Variationen zurückgeführt werden.

Im Anschluss an die Sequenzanalyse wurden diejenigen Vektoren, die ein korrektes RRE-
Insert enthielten, in Bakterien vermehrt, isoliert und mit einer geeigneten Restriktions-
endonuklease linearisiert, um das DNA-Template für die in vitro-Transkription zu erhal-
ten. Zur Verwendung des Transkripts in nukleocytoplasmatischen Transportmessungen
mit isolierten Xenopus laevis Kernmembranen müsste dieses noch mit einem geeigneten
Fluoreszenzfarbstoff markiert werden.

Abb. 14.2.: 2% Agarosegel zur Kontrolle der in-vitro Transkription der RRE-RNA mit
pTZ19R als Vektor-Template und der T7-RNA Polymerase

Sowohl die in Abbildung [14.2] gezeigte in vitro-Transkription mit pTZ19R-RRE, als
auch weitere Transkriptionen mit pGEM-3Zf(+)-RRE lieferten kein Transkript. Dabei
war nicht von Bedeutung mit welcher präparativen Isolationsmethode, sei es als soge-
nannte Midi- oder Minipräparation, die jeweiligen linearisierten Transkriptionsvektoren
gewonnen wurden, wie ein Vergleich der Bahnen 3 und 5 in Abbildung [14.2] verdeut-
licht. Im Vergleich dazu beweist die zusätzlich zum DNA-Template detektierte Bande
in Bahn 6 mit einer Länge zwischen 300-400Basen, dass unter Verwendung des glei-
chen Transkriptionsmixes inklusive T7-RNA-Polymerase das 341Basen lange Insert des
pTZ19R-Kontrollvektors vollständig synthetisiert werden konnte. Ein präparativer Feh-
ler kann aufgrund der Positivkontrolle somit ausgeschlossen werden. Die leicht verkürzte
Wanderungsstrecke des in vitro-Transkriptionsmixes im Vergleich zum jeweiligen DNA-
Template (siehe Bahn 2 & 3, sowie Bahn 4 & 5) lässt sich auf eventuell noch gebundenes
Enzym zurückführen, welches die Größe und Ausdehnung des pTZ19R-RRE Vektors ge-
ringfügig erhöht und somit ähnlich einem Gelshift zu einer Retardierung der Probe führt.
Weitere Versuche das Vollängen-RRE Transkript zu erhalten, wie die Herstellung eines
besonders reinen DNA-Templates aus dem pTZ19R-RRE Vektor mittels PCR oder die
Verwendung einer neu bestellten T7-RNA-Polymerase, blieben ebenfalls erfolglos.
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Deshalb wurde als weitere Strategie die chemische Synthese der RNA durch die Firma
Biospring in Frankfurt gewählt, um die kinetischen Transportmessungen durch den NPC
mit RevGFP-StrepTag und Crm-1 verwirklichen zu können. Dies bietet zwar den Vorteil
gleichzeitig mit der Synthese am 5 ‘-Ende der RRE-RNA die gewünschte Fluoreszenz-
markierung in Form eines mit Cy3-modifizierten Nukleotids anzubringen, führt aber zu
dem Nachteil, die RRE nicht in ihrer gesamten Länge synthetisieren zu können. Ein
geeignetes verkürztes Segment der RRE-RNA stellt der Bereich von Nukleotid 50-113
dar, der die zentrale, hochaffine Bindestelle für Rev bildet und dessen Stammschleifen
(“stem-loops„) häufig in II A/B/C oder B/B1/B2 unterteilt werden.94 Im Folgenden
wird diese verkürzte RRE-Sequenz in Anlehnung an D.I. Van Ryk und S. Venkatesan94

als RRE/HH-Fragment bezeichnet.

Abb. 14.3.: links: 2% Agarosegel mit dem von Biospring Laboratories synthetisierten Cy3-
RRE/HH-Fragment aus 63 Nukleotiden (Sequenz 50-113 der Volllängen-RRE);
rechts: RRE/HH-Sequenz aus D.I. Van Ryk und S. Venkatesan94

Das Agarosegel [14.3,links] zur Qualitätskontrolle des synthetisierten RRE/HH-Frag-
ments mit einer 5 ‘-Cy3 Markierung zeigt eine einzelne Bande, deren Länge ermit-
telt aus einer Eichgerade des RNA-Längenstandards etwa 69Nukleotide beträgt. Die-
ser Wert liegt nahe an dem zu erwartenden Wert von 63Nukleotiden für die zentrale
Rev-Binderegion von Nukleotid 50-113 der vollständigen RRE-Sequenz, so dass von
einer vollständigen Synthese ausgegangen werden kann. Die Probe besitzt zudem ei-
ne hohe Qualität und Reinheit, da weitere Fragmentbanden mit kürzeren Sequenzen
aus Syntheseabbrüchen fehlen. Das RRE/HH-Fragment wird deshalb, sowohl für den
Bindungsassay mit RevGFP-StrepTag als auch für die in vitro-Messungen der NPC-
Translokationskinetik, direkt, ohne weitere Reinigung, verwendet. Als Vergleich ist in
Abbildung [14.3,rechts] die Sekundärstruktur der zentralen hochaffinen Rev-Bindestelle
RRE/HH zu sehen, deren Stammschleifen-Struktur für das synthetisierte Fragment
ebenfalls so erwartet wird.
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14.2. Bindungnachweis zwischen RevGFP und
Cy3-RRE/HH-Fragment

In zahlreichen Untersuchungen konnte nicht nur die RRE-Rev Bindung mittels Gelshift
nachgewiesen werden,19,68 sondern auch in Oberflächenplasmonresonanz-Experimenten
die Dissoziationskonstante für den Komplex aus RRE/HH-Fragment und Rev ermit-
telt,94 sowie mittels NMR die Sekundärstruktur dieser Bindung53 aufgeklärt werden.
Folglich ist eine Bindung des Rev Proteins an das RRE/HH-Fragment theoretisch zu
erwarten. Trotzdem stellt sich im Anschluss an die Qualitätskontrolle des erhaltenen
RRE/HH-Fragments die Frage, ob das mit Cy3 markierte virale RNA-Fragment von
dem hier verwendeten Rev-GFP Fusionsprotein als Substrat erkannt und gebunden wird,
obwohl GFP mit seinen 26.9 kDa als Fusionspartner deutlich größer ist als das kleine
nur 13 kDa große Revprotein. Denn aus diesem deutlichen Größenunterschied könnte
eine sterische Hinderung resultieren, die eine Bindung an die RRE-Struktur ausschließt.

Abb. 14.4.: Coomassie-gefärbtes 12%iges SDS-Acrylamidgel zur Qualitätskontrolle der
RevGFP-StrepTag, sowie GFP-StrepTag Proteinproben von Kamyar Hadian
(GSF, Neuherberg)

Zunächst konnte in einem SDS-Acrylamidgel, die hohe Reinheit des RevGFP-Proteins
bestätigt werden. Denn wie Abbildung [14.4,Bahn 1] verdeutlicht, finden sich neben der
Hauptbande von RevGFP-StrepTag, die in der Höhe eines Proteins mit einem Moleku-
largewicht von etwa 59.7 kDa läuft, nur eine vernachlässigbare Anzahl an gering kon-
zentrierten unspezifischen Banden. In gleicher Weise findet sich in der GFP-StrepTag
Probe in Bahn 2 der obigen Abbildung nur eine detektierbare Proteinbande, deren Mo-
lekulargewicht von ungefähr 31.6 kDa allerdings etwas über dem erwarteten Wert von
27.9 kDa liegt. Die Abweichung des theoretisch Molekulargewichts von 40.1 kDa für das
RevGFP-StrepTag Fusionsproteins von dem ermittelten Wert von 59.7 kDa erscheint
zwar etwas hoch, aber angesichts der Tatsache, dass auch das GFP-StrepTag Protein
etwas zu hoch detektiert wird, können diese Effekte auf veränderte Laufeigenschaften
des Proteinstandards zurückgeführt werden.

Die sehr reinen RevGFP-StrepTag und GFP-StrepTag Proben konnten somit im Fol-
genden zur Verifikation einer spezifischen Bindung des viralen Rev an das synthetisierte
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Cy3-RRE/HH-Fragment verwendet werden. Zur Analyse mittels Gel-Shift-Assay wur-
den das rekombinant hergestellte RevGFP-StrepTag, als auch die Negativkontrolle GFP-
StrepTag, in vierfachem molaren Überschuss mit RRE-RNA inkubiert und auf einem
Agarosegel hinsichtlich ihrer jeweiligen Laufstrecken verglichen. Die Negativkontrolle er-
laubt es die Spezifität der Bindung nachzuweisen und somit eine mögliche Interferenz des
StrepTag-Affinitätsmarkers mit der spezifischen Rev-RRE/HH Bindung auszuschließen,
da dieser sonst enzymatisch entfernt werden müsste.

Abb. 14.5.: 2% Agarosegel zum Nachweis der Interaktion zwischen RevGFP-StrepTag und
RRE durch einen bindungsabhängigen Gelshift
Bahn 1: RiboRuler-RNA Marker; Bahn 2: Gelshift nach 10min Inkubation ei-
nes vierfachen molaren Überschusses an RevGFP-StrepTag mit Cy3-RRE/HH;
Bahn 3: Negativkontrolle, gleiche Mischung wie Bahn 2 mit GFP-StrepTag
und RRE/HH, Nachweis der Spezifität der Interaktion; Bahn 4: RRE/HH-
Vergleichsprobe; alle drei Mischungen wurden unter gleichen Bedingungen in-
kubiert

Während GFP-StrepTag (Abbildung [14.5], Bahn 2) die Mobilität der durch Ethidi-
umbromid detektierten RRE-RNA nicht veränderte, konnte für das RevGFP-StrepTag
eine deutliche Reduktion der Mobilität in Form eines bindungstypischen Bandenshifts
beobachtet werden, wie in Abbildung [14.5] deutlich zu erkennen ist. Dies beweist nicht
nur die Bindungsfähigkeit von RevGFP, sondern auch die Spezifität der Interaktion mit
dem RRE, da sich nur im Fall des spezifischen Bindungspartners RevGFP ein Komplex
bildet, welcher im Agarosegel retardiert wird. Die RRE-RNA in Bahn 3 der Abbildung
[14.5] bildet eine Doppelbande aus, die nach Vergleich mit der relativen Mobilität der
RNA-Leiterbanden eine Länge von 77 , sowie 145Nukleotiden aufweist. Dies spricht für
eine Dimerbildung, die in der Literatur bereits für die im Vergleich zur RRE/HH noch
weiter verkürzte Stammschleife IIB der RRE-RNA7 beschrieben wurde. Denn im Ge-
gensatz zur Qualitätskontrolle in Abbildung [14.3] konnten die hier verwendeten Proben
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nicht, wie zur Auflösung von Sekundärstrukturen üblich, aufgekocht werden, um die bei
Interaktionen zwischen RNA und Protein vorherrschenden schwachen Wechselwirkun-
gen nicht zu zerstören. Interessanterweise wird auch die Dimerstruktur des RRE/HH-
Fragments vom Rev-Protein erkannt und gebunden, da die doppelte Bande auch nach
dem Mobilitätsshift noch zu erkennen ist.

In ersten OSTR-Transportversuchen mit RevGFP-StrepTag ohne Substrat bildeten sich
große fluoreszierende Aggregat, die selbst nach mehrmaligem Zentrifugieren nicht aus-
reichend abgetrennt werden konnten, um Messungen durchzuführen. Genau diese In-
teraktionsfähigkeit benötigt Rev, um seine Funktion als Adapterprotein für retrovirale
mRNAs zu erfüllen.53,83 Denn wie erwähnt, ermöglicht erst eine Maskierung der viralen
RNA durch gebundene Rev-Multimere, dass die intronenthaltende RNA der natürli-
chen zellulären Exportkontrolle entgeht und folglich nicht im Nukleus zurückgehalten,
sondern für die Virusreplikation ins Cytoplasma transportiert wird. In einem nativen
Acrylamidgel, welches den Nachweis von Bindungen ermöglicht, sollte anhand eines Mo-
bilitätsshifts geklärt werden, ob sich die Rev-Aggregate, vermutlich gebildet über deren
Multimerisierungsdomäne, nach Zugabe des RRE/HH-Bindungspartners auflösen. Da-
bei wird erwartet, dass bei der verwendeten äquimolaren Mischung nur 1:1Komplexe
aus Rev-Monomeren und den vorher nachgewiesenen RRE/HH-Dimeren zu beobachten
sind.

Abb. 14.6.: Native Polyacrylamidgelelektrophorese mit 8% Trenngel zum Nachweis hochmo-
lekularer RevGFP-StrepTag Aggregate
Bahn 1 & 2: Negativkontrolle mit GFP-StrepTag als Vergleich, jeweils oh-
ne und mit RRE-RNA, Bahn 4: Auflösung der RevGFP-StrepTag Aggregate
aus Bahn 5 & 6 nach Zugabe von RRE-RNA, Bahn 5 & 6: hochmolekulare
RevGFP-StrepTag Aggregate mit MW ≈ 500 kDa

Das Molekulargewicht der hochmolekularen Aggregate aus RevGFP-StrepTag Monome-
ren in Abbildung [14.6, Bahn 5,6] lässt sich durch Vergleich mit einer Eichgeraden des
nativen Proteinstandards auf etwa 500 kDa schätzen. Allerdings muss hierbei beachtet
werden, dass für die GFP-StrepTag Negativkontrolle ein unerwartet hohes Molekular-
gewicht von 73.5 kDa ermittelt wird, das selbst unter der Annahme einer möglichen
GFP-Dimerbildung (theoretisches MW = 55.8 kDa) nicht ausreichend erklärt werden
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kann. Die aus der Laufstrecke der Proteinbanden ermittelten absoluten Werte für das
Molekulargewicht sind somit nur als Richtwerte anzusehen, vor allem weil die Mobilti-
tät im nativen Gel wegen der fehlenden Maskierung durch die negativen Ladungen des
SDS von vielen intrinsischen Proteineigenschaften beeinflusst wird. Trotzdem konnte die
Auflösung der RevGFP-StrepTag Aggregate nach Zugabe des Cy3 markierten RRE/HH-
Fragments in Bahn 4 der Abbildung [14.6] eindeutig bewiesen werden, da die Protein-
bande bei etwa 500 kDa nach RRE/HH-Bindung nicht nur verschmiert wird, sondern
auch einzelne niedermolekulare Banden sichtbar werden. Demnach scheint das gewählte
molare Mischungsverhältnis von 1:1 nicht auszureichen, um die Aggregate vollständig
aufzulösen. Stattdessen bilden sich eine Vielzahl von unterschiedlichen Komplexen mit
verschiedenen Rev-RRE Verhältnissen, die sich über einen breiten Molekulargewichts-
bereich verteilen. Die unterste Bande in dieser Verteilung hat ein geschätztes Moleku-
largewicht von 89 kDa, was einem Komplex aus zwei RRE/HH-Molekülen mit ungefähr
20.8 kDa und einem RevGFP-StrepTag-Protein mit 40.9 kDa entspräche. Dies ist unter
den gegebenen Bedingungen nachvollziehbar, denn die Cy3 markierte RRE/HH-RNA
liegt gemäß Abbildung [14.5] als Dimer vor, wenn die Proben, wie auch in diesem Fall
geschehen, vor dem Gelauftrag nicht mehr denaturiert werden. Wie ein Vergleich mit
der GFP-StrepTag Negativkontrolle Abbildung [14.6, Bahn 1 & 2] zeigt, werden die
vorliegenden GFP-Dimere in Anwesenheit von RRE/HH nicht aufgelöst. Dies liefert
folglich den Beweis, dass die gebildeten hochmolekularen Aggregate Rev-spezifisch sind
und nicht durch den GFP-Fusionspartner verursacht werden.

Zusammenfassend lässt sich sagen, dass die Cy3 markierten RRE/HH-Moleküle zur
Dimerbildung neigen, während sich RevGFP-StrepTag-Proteine über ihre Multimerisie-
rungsdomänen zu hochmolekularen Aggregaten verbinden. Beide beobachteten Eigen-
schaften interferieren jedoch nicht mit der spezifischen Interaktion zwischen RevGFP-
StrepTag und RRE/HH-Fragment, die beide trotzalledem einen für Transportstudien
unerlässlichen 1:1Komplex bilden. Somit eignen sie sich als Substrat für die Untersu-
chung des Crm1 abhängigen retroviralen Exportweges in Form von nukleocytoplasma-
tischen Transportstudien, die in den folgenden Abschnitten dokumentiert werden.

14.3. Analyse des Transportrezeptors Crm1

Das humane Crm1-Protein stellt als einer der zellulären Transportrezeptoren ein opti-
males Zielprotein für Viren dar, die sich so die hohe Effizienz des Crm1 Exportrezeptors
zu Nutze machen, um ihren Replikationszyklus zu vervollständigen. Aus der Vielfalt an
viralen Exportprozessen, an denen Crm1 beteiligt ist, seien hier nur exemplarisch der
Export intronenthaltender mRNA aus HIV-134 oder viraler Hüllproteine, wie pp65 aus
dem Cytomegalivirus,95 genannt. In dieser Arbeit soll durch eine systematische, quan-
titative Untersuchung des Crm1 Transportweges auch im Hinblick auf beteiligte Cofak-
toren, wie das Guaninnukleotid-bindende Protein Ran oder die Helikase DDX3,119 eine
Basis für ein tieferes Verständnis der viralen Transportwege geschaffen werden. Dane-
ben bietet die Etablierung eines Testsystems für den retroviralen RRE-RNA Export die
Möglichkeit, Inhibitoren oder Pharmaka auf ihre Wirksamkeit hin zu untersuchen. Die
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in vitro-Transporteranalyse hat hierbei den Vorteil, dass jede der Komponenten eines
Exportkomplexes einzeln, in definierten Mischungsverhältnissen, getestet werden kann.

14.3.1. Expression, Reinigung und Markierung

Die Bildung eines exportkompetenten Komplexes umfasst nicht nur die in Abschnitt
[14.2] bereits nachgewiesene Bindung des viralen Rev-Proteins an die RRE-RNA, son-
dern auch die Erkennung der Rev-NES Sequenz durch das Exportin Crm1 in Anwesen-
heit von RanGTP. Deshalb wurde Crm1 mit einem C-terminalen sechsfachen Histidin-
Tag in Escherichia coli Zellen vom Stamm TG1 exprimiert, affinitätschromatographisch
gereinigt und mit Alexa568-Maleimid an exponierten Cysteinen markiert. Dadurch kann
das Karyopherin Crm1 sowohl einzeln als auch im Komplex mit Cy3-RRE/HH und
RevGFP, jeweils in Abhängigkeit von RanGTP, analysiert werden. RanGDP wurde zwar
in unserer Gruppe durch Katja Zerf hergestellt, das GTP-beladene Ran jedoch vomMPI
in Dortmund (Kontakt: Christine Nowak) bezogen, da dort sowohl langjährige Exper-
tise mit GDP-GTP Nukleotidaustausch bei Ran-Proteinen, als auch die entsprechende
instrumentelle Ausstattung mit einer HPLC zur Qualitätskontrolle vorlag.

Abb. 14.7.: SDS-PAGE zur Reinheitskontrolle des exprimierten Crm1 und zur Überprü-
fung der Markierung mit Alexa568-Maleimid; oben: Coomassie gefärbtes 12%
Trenngel; unten: Obiges Gel vor der Färbung unter UV-Licht zur Detektion der
Alexa568 Fluoreszenz

Das SDS-Gel in Abbildung [14.7,Bahn 1] zeigt neben der deutlichen Crm1-Bande, die
anhand des Proteinstandards einem 105 kDa großen Protein entspricht, mehrere unspe-
zifische Banden von Proteinen mit niedrigerem Molekulargewicht. Trotz mehrmaligen
Spülens der Ni-NTA Beads konnten diese Verunreinigungen nicht gut abgetrennt wer-
den. Weitere Reinigungsversuche, sowohl durch eine Gelfiltration mit Sephadex G200
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Beads (siehe Abschnitt [9.4]), als auch mittels Ionenaustauscherchromatographie (sie-
he Abschnitt [9.5]) brachten keine nennenswerte Verbesserung der Probenreinheit und
führten letztendlich zu einem inaktiven Crm1-Protein, das in der Transporteranaly-
se keine Exportkompetenz mehr aufwies. Die Schwierigkeiten bei der Abtrennung der
Verunreinigungen könnten darauf hindeuten, dass es sich bei den niedermolekularen
Banden um unvollständig exprimierte, verkürzte Crm1-Fragmente handelt. Diese These
wird von M. Fornerod34 unterstützt, der beobachtete, dass sich bei bakterieller Ex-
pression unvollständig exprimierte Crm-1 Fragmente bilden. Obwohl sich damit nicht
erklären lässt, warum die kleineren Fragmente sich weder durch eine entsprechende
Gelfitration noch durch Ionenaustauschchromatographie abtrennen ließen. Einzig mög-
liche Erklärung hierfür wäre, dass sich über unspezifische Interaktionen Komplexe aus
dem vollständig exprimierten Crm1-Protein und den kürzeren Fragmenten bilden, die
im denaturierenden SDS-Gel wieder getrennt werden. Trotzdem werden dadurch, wie
die nachfolgenden Versuche zeigen, weder die spezifischen Bindungen an RevGFP und
RanGTP noch an phenylalaninreiche Nukleoporine verhindert, da das Crm1 Protein
weiterhin seine Funktion als Exportrezeptor übernehmen kann.

Angesichts der Tatsache, dass die verkürzten Crm1-Fragmente im Vergleich zum voll-
ständig exprimierten Protein deutlich geringer konzentriert und vermutlich nicht mehr
funktionsfähig sind, kann das exprimierte Crm1 trotzalledem für die in vitro-Transport-
versuche verwendet werden, da eine funktionsspezifische Interaktion mit den Bindungs-
partnern nicht zu erwarten ist. Die Markierung des Crm1-Proteins erfolgte über chemi-
sche Kopplung an ein aktiviertes Alexa568-Maleimid unter Bildung einer Thioesterbin-
dung (Umesterung). Eine Kontrolle des ungefärbten SDS-Gels unter UV-Licht, wie in
Abbildung [14.7,unten] zu sehen, beweist, dass vorwiegend das vollständig-exprimierte
Crm1-Protein aus der Hauptbande mit Alexa568 Fluorophor markiert wurde. Der Mar-
kierungsgrad als Verhältnis zwischen Fluorophor- zu Proteinkonzentration liegt bei etwa
2.4 Fluorophoren pro Protein. Ebenfalls gezeigt sind in den Bahnen 2-4 die einzelnen
Elutionsfraktionen der Gelfiltration, die zur Abtrennung des ungebundenen Alexa568
Fluorphors nach Methode [8.3] durchgeführt wurde.

14.3.2. Abhängigkeit von Energie liefernden Prozessen

Die Beteiligung des RanGTP-Proteins am Crm1 abhängigen nukleocytoplasmatischen
Export wird seit längerem diskutiert.4,18,51 Nur ein energieliefernder Prozess, wie die
GTP-Hydrolyse kann eine Konformationsänderung des Crm1-Proteins bewirken, in des-
sen Folge sich die zuvor gebildeten Exportkomplexe auflösen. Dafür benötigt Ran die
Interaktion mit RanGAP einem aktivierenden Protein, das die GTP-Hydrolyse am Ran-
Protein induziert. RanGAP existiert in der Zelle in zwei Formen, einer, die an Nup358
gebunden ist, sowie einer, die im Cytoplasma gelöst ist. Es stellt sich somit die Fra-
ge, ob RanGTP bereits ohne Bildung eines Exportkomplexes, also ohne Substrat, den
Crm1-Transportprozess beeinflusst. Denkbar wäre beispielsweise eine beschleunigende
Wirkung auf die Abdissoziation des Crm1-Proteins von der terminalen Nup214-Nup88
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Bindestelle am NPC. Diese Veränderungen sind mit der hier verwendeten in vitro-
Transporteranalyse nur detektierbar, wenn sich die molekularen Flussraten um min-
destens einen Faktor 2 unterscheiden, wie die GFP-Analyse aus Abschnitt [12.1] ergab.
Dazu werden nach [10] sowohl Export-, als auch Importmessungen mit Alexa568 mar-
kiertem Crm1 in Anwesenheit von RanGTP und RanGDP durchgeführt und sowohl
untereinander, als auch mit den Messungen ohne Ran verglichen.

Bei allen in Abbildung [14.8] dargestellten Transportmessungen bestätigt der grafische
Plot der normierten Fluoreszenzintensität eine optimale Dichtigkeit der isolierten Kern-
membranen, da die Fluoreszenz des Atto637 markierten MBP-Kontroll-proteins bei 15-
20% der Gesamthelligkeit und damit deutlich unter dem Dichtigkeitskriterium von <
30% liegt. Die ebenfalls ermittelten Leckraten (rot dargestellte Werte) sind vernachläs-
sigbar klein gegenüber den gemessenen Transportraten für Crm1, so dass ein nennens-
werter Einfluss auf die Kinetik ausgeschlossen werden kann. Bei intakter Xenopus laevis
Kernmembran und funktionsfähigen NPCs ist Crm1 wegen seines im Vergleich zum in-
erten MBP-Kontrollprotein deutlich höheren Molekulargewichts von 124.2 kDa nicht in
der Lage, die zentrale Pore (Durchmesser: 10 nm) passiv zu durchqueren. Einzig des-
sen Interaktion mit den FG-Wiederholungssequenzen der Nukleoporine im NPC-Kanal
ermöglicht eine Diffusion in die membranbedeckten TCs. Somit kann von einem spe-
zifischen Transport von Crm1 ausgegangen werden. Bestärkt wird dies durch die in
Abbildung [14.8,A] gezeigte Beobachtung, dass Crm1 nicht nur die Kernporen durch-
queren kann, sondern sich in den membranbedeckten TCs sogar anreichert. Besonders
deutlich wird die Akkumulation durch Vergleich der Fluoreszenzintensitäten der offenen
mit denjenigen der membranbedeckten TCs von Abbildung B. In der membranbedeck-
ten Vertiefung ist die Fluoreszenzintensität zum Ende der Messung bei 1131 s deutlich
höher als in den offenen Referenz-TCs, die einen Vergleichswert für die jeweilige Gleich-
gewichtskonzentration liefern. RanGTP vermag somit das Alexa568-Crm1 über den ei-
gentlichen Gleichgewichtszustand hinaus, entgegen dem Konzentrationsgradienten, bis
zum 1.65-fachen der Konzentration in den offenen Referenz-TCs anzureichern. Dage-
gen erfolgt der Export des Crm1-Proteins ohne Energie lieferndes RanGTP und ohne
RanGDP in Abbildung [14.8,C] nicht einmal bis zum vollständigen Konzentrationsaus-
gleich zwischen den membranbedeckten und den offenen Referenz-TCs. Ein vergleich-
barer Verlauf wird auch in Abbildung D bei Anwesenheit von RanGDP beobachtet. In
beiden Fällen liegt das Transportmaximum bei 80% Fluorezenzintensität im Vergleich
zum Gleichgewichtswert der offenen Referenz-Vertiefungen.

In allen drei Messungen zu beobachten ist der relativ konstante Verlauf der Fluores-
zenzintensität in den offenen Referenz-TCs, beispielhaft in Abbildung [14.8,B] für den
Transport mit RanGTP dargestellt. Das teilweise plötzliche Absinken der Intensität,
welches bei den Messungen in Abbildung A und D zum Ende hin aufgetreten ist, wird
auf Artefakte zurückgeführt. Ein Fokusdrift, der bei dem hier verwendeten Mikroskop
häufiger auftrat (siehe hierzu Importmessungen), kann ausgeschlossen werden, da die
Änderung der Fluoreszenzhelligkeit nur in den offenen TCs, nicht aber in den membran-
bedeckten TCs oder im Hintergrund, zu sehen war.
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mit RanGTP
A B

TCs offen

TCs bedeckt

C
ohne RanGTP/RanGDP

D
mit RanGDP

Abb. 14.8.: Einfluss der RanGTPase auf den Crm1 Exportprozess
Grafische Plots zeigen zeitlichen Verlauf der normierten Fluoreszenzintensität
und exponentielle Fitkurven (orange & rote Linie); A & B: Cytoplasmati-
sche Akkumulation von Alexa568-Crm1 (p,@,orange/gelb) in Anwesenheit von
RanGTP, dazugehörige Bildserie; C: erleichterte Diffusion von Alexa568-Crm1
ohne RanGTP und ohne RanGDP; D: erleichterte Diffusion von Alexa568-Crm1
mit RanGDP; A-D: Atto637-MBP(u,E,rot) Dichtigkeitskontrolle
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Gemäß der Theorie eines Zweikompartimentsystems mit semipermeabler Membran,
kann der Anstieg der Alexa568-Crm1 Fluoreszenz in den membranversiegelten TCs
aller in Abbildung [14.8] gezeigten Messungen mit einer exponentiellen Funktion gut
angenähert werden. Die daraus ermittelten apparenten Geschwindigkeitskonstanten für
die Rückdiffusion k′a liegen für die Messung mit RanGTP (A) deutlich höher als für
die Messungen mit RanGDP (D) bzw. ohne Ran (C), die beide innerhalb der Fehler-
grenzen vergleichbare k-Werte liefern. Demnach verläuft die Rückdiffusion des Crm1
in Anwesenheit von RanGDP mit einer Ratenkonstante von 9.3 ± 0.2 x 10−3 s−1, und
bei Anwesenheit von RanGTP deutlich langsamer mit einem k-Wert von 5.4 ± 0.1 x
10−3 s−1. Dieser Transportratenunterschied ist bei der beobachteten Akkumulation zu
erwarten, da der Export in die TCs im Vergleich zur Rückdiffusion beschleunigt bzw.
bevorzugt wird. Wie Gleichung [3.15] verdeutlicht, wird die Amplitude A der exponenti-
ellen Fitfunktion bestimmt durch das Verhältnis der beiden Geschwindigkeitskonstanten
ka und k′a für Hin-und Rückreaktion. Folglich muss bei einer Akkumulation das Verhält-
nis ka/k′a, d.h. der Anreicherungsfaktor, größer als Eins sein. Für den Crm1-Export gilt
somit ein Verhältnis ka/k′a von 1.65.

Als Maß für die Geschwindigkeit der Hinreaktion d.h. des Transportes in die membranbe-
deckten TCs kann die initiale Geschwindigkeit vI zu Beginn der Messung herangezogen
werden. Sie ist proportional zur Ratenkonstante ka der Hinreaktion. Die Anfangsge-
schwindigkeit wird bestimmt, indem eine Geradengleichung an die ersten zehn Werte
einer Exportkurve angenähert wird. Alternativ können auch die molekularen Flussra-
ten verglichen werden, wie in der abschließenden Tabelle [14.1] geschehen, da in deren
Berechnung sowohl die Geschwindigkeitskonstante ka, als auch die Konzentration des
Transportrezeptors [TR]0 zu Beginn der Messung eingehen (siehe Gleichung [3.18]). Für
den Crm1 Export in Anwesenheit von RanGTP ergibt sich als Steigung der Gerade
und damit als Transportgeschwindigkeit ein Wert von 8.7 ± 0.5 x 10−3 s−1. Diese Ex-
portgeschwindigkeit liegt im Vergleich zu den Messungen ohne Ran, die eine Anfangs-
geschwindigkeit von 5.4 ± 0.2 x 10−3 s−1 ergaben, um einen Faktor 1.6 höher. Einen
vergleichbar niedrigen Wert liefert auch die Messung in Anwesenheit von RanGDP, die
ebenso wie die Messungen ohne Ran keine Akkumulation in den membranbedeckten
TCs zeigte. Wegen der Proportionalität zwischen der initialen Geschwindigkeit vI und
der Ratenkonstante ka erlaubt die Anfangsgeschwindigkeit bei gleicher Konzentration
an Alexa568-Crm1 eine Aussage über die Exportrate ka. Diese liegt in Anwesenheit von
GTP beladenem Ran (A) deutlich höher als ohne Ran (C) oder mit GDP beladenem
Ran (D). Dies bestätigt die oben gemachte Annahme, dass der Export von Crm1 bei An-
wesenheit von RanGTP beschleunigt wird, während bei den Messungen ohne Ran oder
mit RanGDP die Rückdiffusion gegenüber dem Exportprozess bevorzugt wird. Deshalb
liegen ihre Amplitudenwerte auch etwas unter dem Gleichgewichtswert von 1.

Ein sich anschließender Pufferaustausch bewirkt eine Umkehr der Transportrichtung,
so dass Crm1 kontinuierlich aus den TCs diffundiert. Dies wird bei allen Importmes-
sungen in Abbildung [14.9] durch die abfallenden Kurven für Alexa568-Crm1, sowie
durch die Abnahme der Fluoreszenzintensität im membranbedeckten TC von Abbil-
dung B verdeutlicht. Des Weiteren findet der Import des Crm1-Proteins zurück in den
geöffneten Nukleus, d.h aus den TCs, nicht vollständig statt, da am Ende der Mes-
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mit RanGTP
A B

TCs offen

TCs bedeckt

C
ohne RanGTP/RanGDP

D
mit RanGDP

Abb. 14.9.: Einfluss der RanGTPase auf den Crm1 Importprozess
Grafische Plots zeigen zeitlichen Verlauf der normierten Fluoreszenzintensität
und exponentielle Fitkurven; textbfA & B: Alexa568-Crm1 (p,@,orange/gelb)
Import in Anwesenheit von RanGTP; dazugehörige Bildserie; C: Alexa568-Crm1
Import ohne RanGTP und ohne RanGDP (∗: oberhalb des Dichtigkeitskriteri-
ums); D: Alexa568-Crm1 Import mit RanGDP; A-D: Atto637-MBP(u,E,rot)
Dichtigkeitskontrolle
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sung die Fluoreszenzintensität noch relativ hoch bei etwa 25% des Maximalwertes liegt.
Im Fall der Importmessung mit RanGTP sind dies sogar 60% des Maximalwertes. Dies
deutet zunächst auf die bereits erwähnte Problematik des Pufferaustausches bei den Im-
portmessungen hin, der in den wenigsten Fällen wirklich vollständig erreicht wird. Der
tatsächlich vorliegende Konzentrationsgradient als treibende Kraft für die erleichterte
Diffusion durch den NPC ist somit bei der Importmessung nicht bekannt, sollte aber
auf jeden Fall niedriger sein als bei den jeweiligen Exportmessungen. Die wellenförmigen
Schwankungen der Fluoreszenzintensität bei den offenen Referenz-TCs der Messungen
A und C, konnten eindeutig einem Fokusdrift zugeordnet werden, da sie sich auch bei der
Hintergrundfluoreszenz (nicht gezeigt) und wie in Abbildung C sogar in abgeschwächter
Form in der Crm1-Transportkurve wiederfinden.

Auffällig ist dabei, dass sich nur im Fall der Messung mit RanGTP (A) die Endpunkte
der offenen und membranbedeckten Vertiefungen bei 1034 s in ihrer Fluoreszenzinten-
sität unterscheiden, wie besonders anschaulich in Abbildung B gezeigt. Der Endwert
in den offenen Referenz-TCs liegt mit 20% der Anfangsintensität deutlich unter den
60% für den Crm1-Import. Die offenen Referenz-TCs dienen hierbei als Kontrolle für
einen optimalen Pufferaustausch. Demnach ist die geringere Rückdiffusion des Crm1-
Proteins aus den TCs nicht auf das bereits genannte unzureichende Herauswaschen der
fluoreszierenden Substrate zurückzuführen. Stattdessen kann die Ursache nur in einer
verringerten Geschwindigkeit des Imports im Vergleich zum Export liegen. Demnach
werden Netto weniger Crm1-Proteine aus den TCs entfernt als durch die erleichterte
Diffusion in die TCs nachgeliefert werden. Nur wenn auch die freie Rückdiffusion aus
den offenen Referenz-TCs nicht vollständig abläuft, kann der Unterschied des Endwer-
tes bei 1034 s auf einen geringeren Konzentrationsgradienten zurückgeführt werden. Ein
solcher Unterschied besteht bei den Messungen ohne Ran (C) oder mit RanGDP (D)
nicht. Hier liegen die Endpunkte für die offenen und membranbedeckten TCs annähernd
auf gleicher Höhe. Wie in Kapitel [3] erläutert wird für die Import- und Exportprozesse
dieselbe Fitfunktion verwendet. Beim Import entspricht die Konstante B dem Endwert,
der nach dem Pufferaustausch erreicht wird. Theoretisch sollte dieser Endpunkt bei Null
oder wenn beispielsweise die Autofluoreszenz des Materials berücksichtigt wird beim
Offset y0 liegen. Im Experiment zeigt sich jedoch, dass relative Werte um die 0.2-0.6
im Vergleich zur Anfangskonzentration erreicht werden. Vor allem der besonders hohe
Wert von 0.6 für die Messung mit RanGTP kann durch einen Offset nicht mehr erklärt
werden, so dass in diesem Fall der Endpunkt dem Wert der Konstante B entsprechen
muss. Folglich ist dieser abhängig von dem Verhältnis ka/k′a und liegt bei der Messung
mit RanGTP (A) höher, da hier, wie bereits für den Export gezeigt, die Raten für den
Import und Export unterschiedlich groß sind. Im Fall der anderen Messungen d.h. ohne
Ran (C) und mit RanGDP (D) ist der Einfluss des Ratenverhältnisses eher geringer
einzuschätzen, da dort die Fluoreszenzintensität zum Ende der Messung etwa dem Wert
für die offenen Referenz-TCs entspricht. Die Abweichung vom theoretischen Nullpunkt
kann hierbei durch den unzureichenden Pufferaustausch erklärt werden.

Wie bei den Exportdaten konnte der Abfall der normierten Fluoreszenzintensität für den
Crm1-Import in den Nukleus bei allen drei grafischen Plots gut durch eine entsprechende
exponentielle Funktion angenähert werden. Dies war jedoch aufgrund zahlreicher Arte-
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Tab. 14.1.: Mittlere Ratenkonstante < k > und mittlerer molekularer Fluss < Φnorm > für
die erleichterte Diffusion von Alexa568-Crm1 (124.2 kDa) in Abhängigkeit von
der Ran-GTPase als Energiesubstrat

Protein CCh < k′a > < Φnorm >
bei t = 0 x 10−3 bei ∆C = 1µM

s−1 mol · s−1 ·NPC−1

Kern → Cytoplasma

A568-Crm1 − Ran
1 µM

9.7 ± 1.3 (9) 4.2 ± 0.5
A568-Crm1 + RanGTP 5.5 ± 2.0 (24) 4.8 ± 1.3
A568-Crm1 + RanGDP 11.6 ± 4.8 (31) 4.8 ± 2.5

Cytoplasma → Kern

A568-Crm1 − Ran
1 µM

4.6 ± 0.7 (5) 1.7 ± 0.2
A568-Crm1 + RanGTP 3.9 ± 0.9 (3) 1.9 ± 0.3
A568-Crm1 + RanGDP 6.9 ± 4.0 (26) 2.4 ± 1.4

fakte nur bei sehr wenigen Messungen tatsächlich möglich. In Importexperimenten wer-
den über den Fit ebenfalls die apparenten Ratenkonstanten k′a bestimmt, die in diesem
Fall aber der makroskopischen Transportrichtung entsprechen. Trotzdem unterscheiden
sich die aus dem Import erhaltenen k′a-Werte von denjenigen die beim Exportexperiment
ermittelt wurden. Dies wird besonders auch in der zusammenfassenden Tabelle [14.1]
deutlich, in der die Mittelwerte aus allen Messungen dargestellt sind.

Der in den Einzelmessungen dargelegte Unterschied in der Rückdiffusionsrate k′a zwi-
schen den Translokationsprozessen in Anwesenheit von RanGTP und ganz ohne Ran
wird in Tabelle [14.1] bestätigt. Ebenso liegen die Werte der Crm1-Rückdiffusion mit
RanGDP und ohne Ran in einer vergleichbaren Größenordnung, vor allem wenn die re-
lativ großen Fehlerintervalle berücksichtigt werden. Der Unterschied zwischen den Mes-
sungen mit RanGTP und mit RanGDP kann nicht als signifikant bezeichnet werden.
Jedoch liegt in Abwesenheit von Ran die apparente Ratenkonstante für die Rückdif-
fusion geringfügig höher als für den RanGTP Prozess. Damit kann die Anreicherung
zumindest in diesem Fall ausreichend erklärt werden.

Ein deutlicheres Ergebnis sollte die Berechnung der normierten Molekülflüsse pro NPC
liefern. Dabei werden, wie Gleichungen [3.17,3.18] in Abschnitt [3] verdeutlichen, nicht
nur die jeweiligen k-Werte sondern auch die jeweiligen Amplituden der exponentiellen
Fitfunktion berücksichtigt. Die mittlere Anzahl an Crm1-Molekülen, die bei einer Kon-
zentrationsdifferenz von 1µM durch den NPC fließen, lässt sich bei allen drei Messungen
kaum unterscheiden. Deren Werte liegen egal ob mit oder ohne RanGTP durchschnitt-
lich bei etwa 4Molekülen pro NPC pro Sekunde. RanGTP scheint somit die initiale
Flussrate nicht zu beeinflussen, sondern lediglich das Fließgleichgewicht in Richtung
Export zu verschieben. Gegen das Argument spricht, dass die molekularen Flüsse für
den Import von Crm1 sowohl bei An- als auch bei Abwesenheit von RanGTP etwa gleich
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groß sind und im Bereich von 2Molekülen liegen. Im Fall einer Akkumulation wie bei
der RanGTP Messung wäre ein Verhältnis zwischen Export- und Importfluss von größer
1 zu erwarten. Dies wird durch die Flusswerte für Export und Import in Tabelle [14.1]
bestätigt, da diese ein Verhältnis von 2.5 liefern. Im Gegensatz dazu sollte dasselbe Fluss-
verhältnis für die Messungen mit RanGDP oder ohne Ran in der Nähe von 1 liegen, da
in diesem Fall keine der Richtungen bevorzugt wird und keine Anreicherung stattfindet.
Die Werte liegen allerdings in einer ähnlichen Größenordnung wie bei RanGTP. Im Fall
von RanGDP beträgt das Verhältnis 2 und ohne Ran ebenfalls 2.5. Eine Anreicherung
lässt sich so nicht schlüssig erklären, obwohl sich diese in 24 unabhängigen Exportmes-
sungen mit Alexa568-Crm1 und RanGTP beobachten ließ. Eine möglich Erklärung liegt
in den angesprochenen Schwierigkeiten bei der Durchführung der Importmessungen, wie
ein unzureichendes Spülen, sowie zahlreiche Messartefakte, die bei einigen Messungen
zu geringeren Importraten geführt haben könnten. Dies würde auch den angesproche-
nen Unterschied zwischen den k′a-Werten aus den Import- und den Exportmessungen
erklären.

Zusammenfassend lässt sich feststellen: Crm1, welches strukturelle Charakteristika eines
Transportrezeptors, wie FG- und NES-Bindedomäne, aufweist, vermag ebenso wie das
vorab getestete Arx1 entlang eines Konzentrationsgradienten durch den NPC zu diffun-
dieren. Dies gilt auch für das im Rahmen dieser Arbeit rekombinant hergestellte und
markierte Alexa568-Crm1. Bis auf die beobachtete Akkumulation konnte ein Effekt des
energiereichen Cofaktors RanGTP mit der hier verwendeten Methode nicht festgestellt
werden, obwohl dessen GTP-Hydrolyse unter Anderem auch ein Abdissoziieren von den
FG-Nukleoporinen iniziieren sollte. Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass Crm1,
wie alle Transportrezeptoren, keine der beiden Translokationsrichtungen ausschließlich
bevorzugt, sondern in beide Richtungen diffundieren kann, wenn auch mit unterschied-
lichen Geschwindigkeiten.

14.4. Analyse des Exports und Imports viraler RRE/HH-RNA

Der zelluläre Crm1-Transportweg wird von dem humanen Retrovirus HIV-1 für den
Export seiner ungespleißten, bzw. teilweise gespleißten RNA-Transkripte benutzt. Die-
ser Schritt ist für die erfolgreiche Replikation des Viruses unbedingt erforderlich, da
diese RNA-Transkripte für wichtige Struktur- und Hüllproteine kodieren, die für den
Zusammenbau eines funktionsfähigen Viruspartikels notwendig sind. Deshalb stellt das
HIV-1 Virus das Rev-Protein, einen eigenen Adapter, zur Verfügung, der seine un-
gepleißten Transkripte durch Bindung an das Rev-Responsive-Element vor der RNA-
Exportkontrolle der Wirtszelle schützen soll. Gleichzeitig verfügt Rev über eine leucin-
reiche NES-Sequenz, die den zellulären Transportrezeptor Crm1 rekrutiert. In diesem
Zusammenhang stellt sich die Frage, ob das Minimalsystem aus RevGFP, RRE-RNA
und dem im vorherigen Kapitel charakterisierten zelleigenen Transportrezeptor Crm1
wirklich ausreicht, um die RRE-RNA aus dem Zellkern zu transportieren oder ob noch
weitere Cofaktoren benötigt werden. Zudem sollte gerade bei beladenen Transportinen
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die induzierte GTP-Hydrolyse an der terminalen NPC-Bindestelle eine wichtige Funk-
tion übernehmen, da, wie bereits angedeutet, der Exportkomplex nach GTP-Hydrolyse
und Konformationsänderung des Crm1 Proteins auseinanderfällt. Im diesem Kapitel
wird mit Hilfe der bekannten in vitro-Transporteranalyse, das minimale Exportsystem
für die virale RRE-RNA gesucht, sowie der Einfluss des GTP beladenen Ran Proteins
auf den Transportprozess analysiert.

14.4.1. Abhängigkeit von Energie liefernden Prozessen

In Anlehnung an die vorherigen Exportmessungen werden zum Test des viralen RRE-
RNA Systems ebenfalls 10µl Transportlösung mit allen notwendigen Komponenten in
das 30µl Reservoir der Messkammer getropft. Hierfür wird die Transportlösung di-
rekt vor der Messung mit RNase freiem Mock3 Puffer angesetzt, um eine Degradation
der RRE-RNA durch RNase zu verhindern, und nach einer Inkubationszeit von etwa
5min vorsichtig zugegeben. Das Cy3 markierte RRE/HH-Fragment mit der hochaffinen
Rev-Bindestelle imitiert die ungespleißten viralen RNA-Substrate, die dieses Element
ebenfalls als Erkennung für das HIV-1 Adapterprotein Rev enthalten. Rev wird bei allen
Experimenten in Form eines GFP Fusionsproteins verwendet, während Crm1 in unmar-
kierter Form eingesetzt wird. Als Kontrollprotein dient Atto637-MBP, welches sich nach
Abschnitt [12.2] besonders gut zur Überprüfung der Membranintegrität und optimalen
Membrananheftung eignet. Selbst bei einer seriellen Aufnahme der Fluoreszenzbilder
muss darauf geachtet werden, dass die Fluorophore, wenn sich die Anregungsspektren
geringfügig überlagern, im Detektionskanal gut voneinander getrennt werden. Je mehr
markierte Spezies für die Transportmessung verwendet werden, desto schwieriger wird
eine solche Trennung. Dieser sogenannte „Crosstalk“wurde vorab in einer Einzelmes-
sung bei gleichen Mikrokopeinstellungen, aber mit nur einer fluoreszenzmakierten Spe-
zies, überprüft und konnte für den hier gezeigten viralen Transportassay ausgeschlossen
werden. In dieser Arbeit gelangen somit zum ersten Mal OSTR-Transportversuche mit
drei markierten Substraten. Die Transportmessungen mit viralem RRE/HH-Substrat
und Rev erfolgen ebenso wie die vorherigen Crm1-Messungen jeweils in An- oder Ab-
wesenheit von RanGTP bzw. RanGDP.

Die Ausschnitte der Fluoreszenzbilder in Abbildung [14.10,B] zeigen, dass in den offe-
nen Referenz-TCs bereits nach 143 s die Maximalintensität für RevGFP (grün), Cy3-
RRE/HH (gelb) und Atto637-MBP (rot) erreicht wird. Diese bleibt bis kurz vor Ende der
Messung relativ konstant und nimmt dann etwas ab, wie ein Vergleich der Intensitäten
bei 834 s und 1035 s verdeutlicht. Im Gegensatz dazu ist in den membranbedeckten TCs
nach 143 s für alle drei markierten Spezies kaum Fluoreszenz zu erkennen. Die Dichtig-
keitskontrolle Atto637-MBP (rot) bleibt konstant bei einer sehr niedrigen Fluoreszenz,
während RevGFP und Cy3-RRE/HH zusammen deutlich ansteigen. Sie erreichen zum
Ende der Messung bei 1035 s sogar eine Fluoreszenzhelligkeit, die diejenige in den of-
fenen Referenz-TCs mehrfach übersteigt. RevGFP wird somit zusammen mit seinem
RRE/HH-Substrat in den membranbedeckten TCs angereichert.
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mit RanGTP
A B

TCs offen

TCs bedeckt

C
ohne RanGTP/RanGDP

D
mit RanGDP

Abb. 14.10.: Einfluss der RanGTPase auf den RRE-RNA Exportprozess
Grafische Plots mit zeitlichem Verlauf der auf die Referenz-TCs normierten
Fluoreszenzintensität; offene TCs mit offenen Symbolen und membranbedeckte
TCs mit geschlossenen Symbolen dargestellt; A: Cy3-RRE (p,@,orange/gelb),
RevGFP (q,A,grün) und Crm1 mit RanGTP; B: Verlauf von A, gezeigt an
einem membranbedeckten Beispiel-TC und einem Referenz-TC; C: Cy3-RRE,
RevGFP und Crm1 ohne RanGTP und RanGDP; D: Cy3-RRE, RevGFP mit
Crm1 und RanGDP; A-D: Atto637-MBP(u,E,rot) Dichtigkeitskontrolle
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Der graphische Plot in Abbildung [14.10,A] bestätigt diesen ersten Eindruck. Die Fluo-
reszenzintensität von RevGFP und Cy3-RRE steigt bei hoher Membrandichtigkeit bis
auf etwa das 2.0 -fache des Wertes in den offenen Referenz-TCs. Das bedeutet, dass die
Exportrate ka um einen Faktor 2 größer ist als die Rückdiffusion k′a, da das Verhält-
nis der Hin-und Rückreaktionsraten dem Anreicherungsfaktor entspricht. Ebenso wie
die Crm1-Kurven lassen sich auch die Exportkurven von RevGFP und RRE/HH sehr
gut mit einer monoexponentiellen Funktion annähern. Die apparente Ratenkonstante
k′a für die Translokation von RevGFP und Cy3RR/HH liegt für die Messungen mit
RanGTP (A) und ohne Ran (C) in einem ähnlichen Größenordnungsbereich. Dagegen
weicht die Messung mit RanGDP (D) etwas davon ab. Allerdings sollte dabei bedacht
werden, dass bei beiden Messungen, ohne Ran (C) und mit RanGDP (D), kaum von
einer Translokation durch den Kern gesprochen werden kann. Folglich können sie durch
eine monoexponentielle Funktion nur ungenau angenähert werden. Wie Abbildungen
[14.10,D] klar verdeutlicht, reicht bei Ran bereits der Austausch des GTP-Nukleotids
gegen ein GDP-Nukleotid aus, um einen Export von RevGFP und RRE/HH zu un-
terbinden. Erwartungsgemäß kann auch bei Abwesenheit von Ran kein Export mehr
beobachtet werden. Diese Exportinhibierung ist sogar so effektiv, dass in beiden Fällen
C und D die Kurven für RevGFP und Cy3-RRE/HH bei einer ähnlich niedrigen In-
tensität liegen, wie die Dichtigkeitskontrolle Atto637-MBP. Sie erreichen maximal einen
Wert von 20% relativ zur Intensität in den offenen Referenz-TCs und liegen damit so-
gar unterhalb des selbst gesetzten Dichtigkeitskriteriums von 30% (gestrichelte Linie).
Besonders auffällig im Fall der Akkumulation in Abbildung A ist sicher die Abweichung
der Rate für RevGFP von derjenige für RRE/HH, obwohl beide theoretisch als Export-
komplex assoziiert an Crm1 durch den NPC wandern sollten. Der Exportkomplex wird
vermutlich bereits in der Nähe des NPCs an den cytoplasmatischen Filamenten durch
dort assoziiertes RanGAP, welches die GTP-Hydrolyse katalysiert, aufgelöst. RevGFP
und Cy3-RRE/HH liegen im TC demnach getrennt voneinander vor. Der Ratenunter-
schied könnte also theoretisch für eine unterschiedliche intra-TC Diffusion der beiden
Spezies sprechen, da aufgrund des Größenunterschieds zwischen dem 20.8 kDa großen
Cy3-RRE/HH und dem 40.9 kDa großen RevGFP unterschiedliche Diffusionszeiten er-
wartet werden. Einige Vorarbeiten zur OSTR-Methode durch Kiskin N.I.58 konnten
jedoch nachweisen, dass die Diffusion zur konfokalen Beobachtungsebene 20µm unter-
halb der Membranoberfläche keinen wesentlichen Einfluss auf die Ratenkonstanten hat,
sofern es sich um ausreichend langsame Prozesse mit einem molekularen Fluss kleiner
5Moleküle pro NPC pro Sekunde handelt. Dies trifft auf die hier gezeigten Transloka-
tionsprozesse zu, wie die nachfolgende Tabelle [14.2] beweist.

Die apparenten Geschwindigkeitskonstanten k′a aus dem Fit beschreiben jedoch nur die
Geschwindigkeit der Rückdiffusion und stehen nur indirekt in Form des Anreicherungs-
faktors ka/k′a mit der Rate ka der Hinreaktion in Verbindung. Experimentell ergibt sich
aus der Ableitung der Transportfunktion [3.10] für den Wert t gegen Null das Produkt
aus der Ratenkonstante der Hinreaktion ka und der Konzentration im Reservoir [TR]
nach der Zugabe. Auch hier bietet es sich zum Vergleich an, die initiale Geschwindigkeit
vI zum Beginn der Messung grafisch zu ermitteln. Deshalb wird, wie bei den Crm1 Expe-
rimenten, eine Gerade an die ersten zehn Messpunkte der Transportkurve von RevGFP
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und Cy3-RRE/HH angenähert, deren Steigung die Anfangsgeschwindigkeit angibt. Im
Vergleich zu den Ratenkonstanten liefert die Anfangsgeschwindigkeit ein völlig anderes
Ergebnis, bei dem deutliche Unterschiede zwischen den Messungen mit RanGTP (A)
und ohne Ran (C) bzw. mit RanGDP (D) zu beobachten sind. Die Anfangsgeschwindig-
keit in Anwesenheit von RanGTP (A) liegt im Vergleich zur Messung ohne Ran (C) für
RevGFP um etwa einen Faktor 100 und für RRE/HH um einen Faktor 12 höher. Ein
ähnliches Bild wird beim Vergleich mit der RanGDP-Messung erhalten. Entsprechend
der Proportionalität zwischen initialer Geschwindigkeit und Ratenkonstante der Hinre-
aktion ka bedeutet dieses Ergebnis, dass die Hinreaktion in Anwesenheit von RanGTP
für beide Spezies deutlich beschleunigt wird. Dagegen kann die Rate für den Transport
in die TCs bei den anderen beiden Messungen C und D als vernachlässigbar betrachtet
werden. Die in Abbildung [14.10] dargestellten Ergebnisse beweisen, dass ohne RanG-
TP kein Exportkomplex aus Crm1, RevGFP und RRE/HH gebildet wird. Nur wenn ein
solcher Exportkomplex durch Bindung des Crm1-Proteins an die NES-Sequenz des Rev-
Proteins entsteht, kann auch die RRE-RNA zusammen mit dem Rev-Adapter expor-
tiert werden. Bei Anwesenheit eines Substrats ist der Crm1-Export eindeutig RanGTP
abhängig, wie bereits bei M. Fornerod34 durch Crosslinking-Experimente mit Crm1
bestätigt wurde. Ohne einen Transportrezeptor wie Crm1 mit seiner FG-Binderegion
können RevGFP und RRE/HH nicht mit dem NPC wechselwirken. Theoretisch wäre
es für die 20.8 kDa große RRE/HH möglich, passiv, ohne Wechselwirkung mit den FG-
Nukleoporinen, durch die schmale inneren NPC-Pore zu diffundieren. Nachdem dies in
beiden Fällen, sowohl ohne Ran (C) als auch mit RanGDP (D) nicht beobachtet wird,
kann davon ausgegangen werden, dass das Rev-Protein bereits an RRE/HH gebunden
hat. Dies entspricht aufgrund der hohen Affinität zwischen Rev und RRE/HH Frag-
ment (KD = 10−11 M)94 und aufgrund des positiven Bindungsassay (siehe [14.5]) den
Erwartungen.

Ein Vergleich mit den Crm1-Exportmessungen, die auch eine Akkumulation zeigten,
ist in diesem Fall nicht möglich, da das unmarkierte Crm1 nur indirekt durch die Bin-
dungspartner Rev und RRE/HH detektiert wird. Die fehlende Crm1-Markierung lag
vornehmlich daran, dass ein geeigneter Fluorophor, welcher im Anregungsspektrum gut
von den anderen drei Fluorophoren GFP, Cy3 und Atto637 getrennt werden kann, nicht
gefunden werden konnte. Wie vorher bereits erläutert, wird damit gerechnet, dass Crm1
auch in den Messungen ohne Ran und mit RanGDP von Abbildung [14.10, C und D]
durch den NPC diffundiert. Als Ergänzung wären folglich Messungen mit unmarkierter
RRE/HH-RNA und Alexa568 markiertem Crm1 sehr interessant, da sie die Theorie der
Bildung eines Exportkomplexes in Anwesenheit von RanGTP unterstützen würden.

Direkt im Anschluss an die Exportmessung wird der Importpozess zurück in den ge-
öffneten Nukleus gestartet, indem durch Spülen mit 35µl Mock3 Puffer versucht wird,
den Transportpuffer über der Membran auszutauschen. Dadurch wird eine Richtungs-
umkehr des Konzentrationsgradienten erreicht. Trotz der oft genannten Schwierigkeiten
bei der Durchführung der Importmessungen liefern die in Abbildung [14.11] gezeigten
Daten einen weiteren Beweis dafür, wie wichtig für den Transportprozess die Bildung ei-
nes funktionsfähigen Exportkomplexes ist. Der Pufferaustausch bewirkt in Anwesenheit
von RanGTP (A) eine völlige Inhibierung des Importprozesses, also der Rückreaktion,
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mit RanGTP
A B TCs offen

TCs bedeckt

C
ohne RanGTP/RanGDP

D
mit RanGDP

Abb. 14.11.: Einfluss der RanGTPase auf den RRE-RNA Importprozess
Grafische Plots mit zeitlichem Verlauf der auf die Referenz-TCs normierten
Fluoreszenzintensität; offene TCs mit offenen Symbolen und membranbedeckte
TCs mit geschlossenen Symbolen dargestellt; A: Cy3-RRE (p,@,orange/gelb),
RevGFP (q,A,grün) und Crm1 mit RanGTP; B: Verlauf von A, gezeigt an
einem Beispiel-TC; C: Cy3-RRE, RevGFP und Crm1 ohne RanGTP; D: Cy3-
RRE, RevGFP mit Crm1 und RanGDP; A-D: Atto637-MBP(u,E,rot) Dich-
tigkeitskontrolle
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so dass sowohl RevGFP als auch die Cy3-RRE/HH nicht mehr aus den membran-
bedeckten TCs diffundieren können. Die Fluoreszenzintensität von Cy3-RRE/HH und
RevGFP in Abbildung [14.11,B], sowie die damit korrelierte Konzentration dieser beiden
Crm1-Bindungspartner, bleibt vom Beginn der Messung bei 0 s bis zum Ende bei 1035 s
auf einem vergleichbar hohen, konstanten Niveau. Diese Beobachtung wird durch den
grafischen Plot von Abbildung A gestützt, da sich die Anreicherung von RevGFP und
Cy3-RRE/HH in den membranbedeckten Vertiefungen über die gesamte Messzeit nicht
verändert. Im Gegensatz dazu nimmt die Fluoreszenz in den offenen Referenz-TCs nach
der induzierten Umkehr der Transportrichtung rapide schnell ab, so dass bereits bei
145 s kaum noch Fluoreszenz detektiert wird. Dabei unterstreicht die konstant niedrige
Fluoreszenz der Dichtigkeitskontrolle Atto637-MBP die immer noch vorhandene gute
Membrandichtigkeit.

Eine Bestimmung der Geschwindigkeitskonstanten wird bei den Importmessungen auch
angesichts der bereits angesprochenen Schwierigkeiten nicht durchgeführt, da nur an
sehr wenige Kurven eine monoexponentielle Funktion angenähert werden konnte. Denn
die hohe Variabilität bei den Kurvenverläufen - d.h. ansteigend, parallel oder leicht
abfallend - macht eine Vergleichbarkeit der erhaltenen Ratenkonstanten unmöglich. Je-
doch zeigten alle mit RanGTP durchgeführten Transportmessungen übereinstimmend
eine Inhibierung der Rückdiffusion der beiden Substrate RRE und Rev. Die durch den
Exportvorgang erreichte Anreicherung beider Substrate in den membranbedeckten TCs
blieb dabei in Anwesenheit von RanGTP während den gesamten 40min Messzeit erhal-
ten.

Ohne Ran (C) oder bei Zugabe von RanGDP (D) verlaufen die Transportkurven für
RRE/HH und Rev (Abbildung 14.11) bei sehr niedrigen Fluoreszenzintensitäten unter-
halb von 20% der Maximalintensität der offenen Referenz-TCs. Die Konzentration von
Cy3-RRE/HH und RevGFP in den bedeckten TCs liegt dabei deutlich unter derjenigen
für das Kontrollprotein Atto637-MBP und somit auch unterhalb des Dichtigkeitskriteri-
ums. Bereits der Exportprozess führte zu keinem nennenswerten Einstrom in die mem-
branbedeckten Vertiefungen, so dass auch die Umkehr der Transportrichtung, keinen
signifikanten Ausstrom von Cy3-RRE/HH bzw. von RevGFP aus den membranbedeck-
ten TCs bewirkt.

Die Zusammenfassung der gemittelten Ergebnisse in Tabelle [14.2] veranschaulicht noch-
mals den Einfluss des energiereichen GTP-beladenen Ran Proteins auf den Export der
viralen RRE-RNA. Betrachten wir zunächst einmal die apparente gemittelte Rantenkon-
stante <k′a> der Rückdiffusion für die RRE/HH-RNA. Deren Wert liegt für die Messung
ohne Ran mit 3.1±1.7 x 10−3 s−1 deutlich höher als für die Messung in Anwesenheit von
RanGTP mit einer Rate von nur 1.9± 0.8 x 10−3 s−1. Die Messung mit RanGDP ergibt
ebenfalls eine höhere Rate für die Rückdiffusion aus den TCs als mit RanGTP. Jedoch
stellt sich die Frage, ob ein solcher Unterschied wirklich als signifikant angesehen werden
kann. Denn auf der Grundlage der zur Validierung der Transporteranalyse eingesetz-
ten GFP-Textmessungen in Abschnitt [12.1] muss ein Ratenunterschied von mindestens
einem Faktor 2 vorliegen, um angesichts des großen Fehlerintervalls von einem signifi-
kanten Unterschied zu sprechen. Obwohl die Werte unter Vorbehalt zu betrachten sind,

133



14. Kinetische Charakterisierung des viralen RRE-RNA Transports

Tab. 14.2.: Abhängigkeit des RRE- und Rev-Export von der Ran-GTPase, Zusammenfassung
aller Ergebnisse, Anzahl der ausgewerteten Messungen in Klammern angegeben

Substrat CCh < k′a > < Φnorm >
bei t = 0 x 10−3 bei ∆C = 1µM
µM s−1 mol · s−1 ·NPC−1

Kern → Cytoplasma

Cy3-RRE, − TM, − Rana

0.7 µM

1.0 ± 1.1 (35) 0.34 ± 0.21
Cy3-RRE, TMa+ RanGTP 1.9 ± 0.8 (23) 2.7 ± 1.1
Cy3-RRE, TMa− Ran 3.1 ± 1.7 (13) 0.29 ± 0.21
Cy3-RRE, TMa+ RanGDP 2.5 ± 0.7 (8) 0.24 ± 0.03

RevGFP, TMb+ RanGTP
1.6 µM

1.0 ± 0.6 (23) 1.6 ± 0.7
RevGFP, TMb− Ran 2.9 ± 3.7 (13) 0.16 ± 0.28
RevGFP, TMb+ RanGDP 0.25 ± 0.43 (8) 0.04 ± 0.02

a TM = Transportmix mit RevGFP-StrepTag, Crm1
b TM = Transportmix mit Cy3-RRE, Crm1

erklären sie dennoch die beobachtete Akkumulation in den membranbedeckten TCs.
Denn die verringerte Rückdiffusion bei den RanGTP-Messungen geht einher mit einem
bevorzugten Export in die TCs. Dies bedingt schließlich eine Verschiebung des Gleich-
gewichts in Richtung des Exportprozesses und liefert die beobachtete 2- bis 2.4-fache
Anreicherung von RevGFP und RRE/HH. Die in Abbildung [14.10] ermittelte hohe
Anfangsgeschwindigkeit unterstützt diese Vorstellung, da deren Wert proportional zur
Transportrate der Hinreaktion ka ist. Demnach bedingt eine hohe initiale Geschwindig-
keit einen hohen ka Wert, der im Vergleich zu den niedrigen k′a-Raten, letztendlich zu
einem beschleunigten Exportprozess und einer Anreicherung führt. Die RevGFP Daten
aus Tabelle [14.2] stützen diese Argumentation, da auch dort die Ratenkonstante der
Hinreaktion für die Messung ohne Ran deutlich höher liegt als für RevGFP mit RanG-
TP. In dieses Bild fügt sich der Wert aus der RanGDP-Messung nicht ein. Denn dieser
liegt trotz des hohen Fehlers noch unterhalb der Rate für den Translokationsprozess
in Anwesenheit von RanGTP. Dieser Unterschied relativiert sich allerdings, wenn die
normierten molekularen Flüsse Φnorm betrachtet werden.

Anhand der molekularen Flussraten in der letzten Spalte von Tabelle [14.2] wird deut-
lich, dass nur in Anwesenheit von RanGTP, eine nennenswerte Anzahl an markierten
Substraten in die membranbedeckten Vertiefungen fließt. Der vorher angedeutete Unter-
schied bei der initialen Geschwindigkeit zwischen RevGFP und Cy3-RRE/HH in Abbil-
dung [14.10] wird durch die gemittelten Flusswerte nicht mehr bestätigt. Der mittlere,
normierte Molekülfluss von 2.7 ± 1.1Molekülen pro NPC pro Sekunde für das Cy3-
RRE/HH-Fragment liegt in einer vergleichbaren Größenordnung wie der mittlere, nor-
mierte Fluss für das RevGFP Protein mit 1.6 ± 0.7Molekülen pro NPC pro Sekunde.
Demnach ist davon auszugehen, dass Cy3-RRE/HH im Komplex mit RevGFP unter
Mitwirkung des Crm1-Transportrezeptors durch den NPC transportiert wird. Bereits
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das nur mit GDP beladene Ran-Protein inhibiert den molekularen Fluss von RevGFP
und Cy3-RRE/HH merklich, um einen Faktor 50 , respektive 6 . Dieser deutliche Unter-
schied kann trotz der hohen Variation innerhalb der Methode zuverlässig aufgelöst wer-
den. Folglich ist der Einfluss von RanGTP auf den Export der viralen RRE-RNA, hier
in Form des HH-Fragments gemessen, eindeutig nachweisbar. Der Theorie nach bindet
Crm1 zunächst RanGTP, das eine Konformationsänderung induziert, welche in koopera-
tiver Weise die Interaktion mit NES-Substraten wie RevGFP begünstigt. Dadurch wird
auch die RRE-RNA transportiert, da RevGFP selbst, wie in Abschnitt [14.2] gezeigt, mit
der hochaffinen Struktur der RRE-RNA, dem HH-Fragment, interagiert. Cy3-RRE/HH
alleine (siehe Abbildung [14.12] im folgenden Abschnitt) diffundiert ähnlich langsam in
die membranbedeckten TCs wie die vollständigen Transportmischungen mit RevGFP,
Crm1 aber ohne Ran. Dies könnte trotz der vorher gezeigten Bindungsassays ein Hinweis
darauf sein, dass bei Abwesenheit von Ran die Cy3-RRE/HH Moleküle nicht an Rev
gebunden sind und sich deshalb langsam durch den zentralen NPC-Kanal hindurchwin-
den. Der Komplex aus RRE/HH und RevGFP würde bei einem Molekulargewicht von
61.7 kDa aufgrund seiner Größe von der 10 nm breiten zentralen NPC-Pore ausgeschlos-
sen werden.

14.4.2. Nachweis der Spezifität

Nach den bisherigen Ergebnissen lässt sich RanGTP eindeutig als wesentlicher Cofaktor
für den viralen RRE-Export feststellen. Jetzt bleibt noch zu zeigen, dass auch alle an-
deren Komponenten des Transportkomplexes aus Rev, RRE/HH, Crm1 und RanGTP
unbedingt für den Export benötigt werden. Dies wäre gleichzeitig auch ein Beweis für
die Spezifität dieses Transports und für die Spezifität der jeweiligen beteiligten Inter-
aktionen, wozu die Interaktion zwischen Rev-Protein und RRE/HH-Fragment in einer
1:1 Stöchiometrie, sowie zwischen NES-Domäne des Rev-Proteins und Crm1-Exportin
zählen.

Bei allen in Abbildung [14.12] gezeigten Messungen wird deutlich, dass kein Transport
mehr stattfindet, sobald eine der Komponenten des Exportkomplexes entfernt wird. Der
sehr geringe passive Einstrom des RevGFPs liegt im Bereich der Dichtigkeitskontrolle
Atto637-MBP und kann somit auf kleinere Membranundichtigkeiten zurückgeführt wer-
den. Erwartungsgemäß verlaufen alle gezeigten Kurven (B-D) für das kleinere Cy3-RRE-
Fragment oberhalb der Atto637-MBP-Dichtigkeitskontrolle. Damit ähneln sie allerdings
den Kurven für die passive Diffusion des reinen Cy3-RRE/HH-Fragments von Abbil-
dung A, das geringfügig in die membranbedeckten TCs einströmt. Ein nennenswerten
Transport kann jedoch ausgeschlossen werden, da zum Ende der Messung die relative
Cy3-RRE/HH-Fluoreszenz im Vergleich zu den offenen Referenz-TCs meist unterhalb
des Dichtigkeitskriteriums von 30% liegt. Dies gilt auch für RevGFP. Einzige Ausnahme
bildet die Messung ohne RevGFP, bei der sich die Cy3-RRE/HH-Kurve knapp über der
30%-Marke befindet.

Die Analyse des NPC-Transports ohne RRE/HH-Fragment beweist, dass das RevGFP-
Fusionsprotein alleine nicht in der Lage ist, den NPC über eine Interaktion mit dem
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nur Cy3RRE
A B

ohne Cy3RRE

C
ohne RevGFP

D
ohne Crm1

Abb. 14.12.: Ermittlung des minimalen Exportkomplexes für virale RRE-RNAs
zeitlicher Verlauf der auf die Referenz-TCs normierten Fluoreszenzintensität;
offene TCs mit offenen Symbolen und membranbedeckte TCs mit geschlossenen
Symbolen dargestellt; A: nur Cy3RRE/HH-Fragment (p,@,orange/gelb); B:
Transportmix mit RevGFP (q,A,grün),Crm1, RanGTP ohne Cy3RRE/HH-
Fragment; C: Transportmix mit Crm1, RanGTP, Cy3-RRE/HH-Fragment oh-
ne RevGFP; D: Transportmix mit RevGFP, Cy3-RRE/HH Fragment, RanGTP
ohne Crm1; A-D: Atto637-MBP(u,E,rot) Dichtigkeitskontrolle
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Transportrezeptor Crm1 zu durchqueren. Dies steht im Gegensatz zu den Experimen-
ten von D. Daelemans, der eine Interaktion zwischen Crm1 und der leucinreichen NES-
Sequenz des Rev-Proteins postuliert.5,18 Folglich müsste RevGFP laut D. Daelemans
Vorstellungen sogar ohne Cy3-RRE/HH-Substrat aus dem Nukleus transportiert wer-
den. In wieweit eine solche Bindung des Rev-Proteins an den Transportrezeptor auch
ohne RRE-RNA von biologischer Relevanz ist und wie die Ergebnisse zur Crm1-Rev
Bindung anderer Forschungsgruppen zu bewerten sind, wird noch ausführlicher in der
Diskussion behandelt. Anzumerken wäre, dass es sich zwar bei Abbildung B um eine
Einzelmessung handelt, da mehr auswertbare Ergebnisse mit einer dichten Membran
nicht vorlagen. Jedoch konnte selbst bei den Messungen mit nicht dichter Membran
kein Rev-Transport beobachtet werden (Daten nicht gezeigt). Die in Abbildung C und
D für die offenen Referenz-TCs zu beobachtenden Abfälle der Fluoreszenzintensität zum
Ende der Messung wurden durch den bereits angesprochenen Fokusdrift des Mikroskops
verursacht, welches oftmals Stabiltitätsprobleme aufwies. Jedoch werden die Ergebnisse
durch die besagten Schwankungen nicht beeinflusst, wie die Daten belegen. Eine Erklä-
rung für die periodischen Schwankungen in Abbildung A bei einer Anregungswellenlänge
von 633 nm, die in gleicher Form auch bei der Messung von Abbildung [14.10,A] zu se-
hen sind, konnte nicht gefunden werden. Ein Einfluss auf die Transportkurven kann hier
ebenfalls ausgeschlossen werden, da sich die Schwankungen nicht auf die Fluoreszenz der
jeweiligen Crm1-Substrate in den membranbedeckten TCs übertrugen.

Festgehalten werden kann als Ergebnis der hier dargestellten Messungen, dass die In-
teraktionen zwischen allen beteiligten Exportkomponenten spezifisch sind, da beispiels-
weise ohne RevGFP auch die RRE/HH-RNA nicht mehr durch Crm1 exportiert wird.
Daneben kann RevGFP im Komplex mit dem RRE/HH Fragment nicht allein und un-
spezifisch an die FG-Schleifen der Nukleoporine im NPC Kanal binden und so seinen
Transport ohne Crm1 erreichen. Dies beweist wiederum, dass die Funktionalität der
NPCs in den isolierten Xenopus laevis Kernmembranen erhalten blieb. Denn nur ein
funktionsfähiger NPC kann als Barriere für inerte Moleküle fungieren, die wie RevGFP
aufgrund ihrer Größe nicht passiv durch die zentrale Pore ohne FG-Schleifen diffundie-
ren können. Das minimale Transportsystem für retrovirale RRE-RNAs, die in Form der
zentralen Binderegion als RRE/HH Fragment untersucht wurden, besteht folglich aus
Crm1, Rev und RanGTP.

14.5. Diskussion und Ausblick

Die Ergebnisse der vorangegangenen Abschnitte belegen eindeutig die Unidirektiona-
lität des nucleocytoplasmatischen Transports retroviraler RRE-RNA-Substrate, da in
Anwesenheit von RanGTP die Rückdiffusion von RevGFP und Cy3-RRE/HH inhibiert
wird. Dies stellt neben dem bereits genannten energetischesn Aspekt ein weiteres Indiz
für eine GTP-Hydrolyse dar. Wie bereits in der Theorie zum Crm1-Transportrezeptor
erläutert, bewirkt die GTP-Hydrolyse eine Konformationsänderung des Crm1-Proteins
in dessen Folge sich der Exportkomplex aus RRE/HH, RevGFP und Ran auflöst. Die
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gezeigten Messungen belegen demnach auf indirekte Weise zwei bereits bekannte Aspek-
te des nukleocytoplasmatischen Transportes: Erstens wird offensichtlich nur mit Ran-
GTP ein Exportkomplex gebildet, denn sonst würde kein Export stattfinden. Zweitens
kann nur eine RanGTP-Hydrolyse die notwendige Energie für eine Akkumulation ge-
gen den Konzentrationsgradienten liefern, was in weiterführenden Experimenten mit
nicht-hydrolysierbarem RanGTP zusätzlich belegt werden könnte.

Im Gegensatz dazu schlussfolgert D. Daelemans18 aus in vivo-Experimenten mit Crm1-
GFP, dass Rev und Crm1 auch ohne RanGTP innerhalb der Nucleoli interagieren, da
sich nach Anregung der Crm1-GFP Fusionsproteine auch die Fluoreszenz des FRET-
Partners Rev-YFP nachweisen ließ. Diese Argumentation widerspricht jedoch der Tat-
sache, dass im Kern von lebenden Zellen wie bei den verwendeten HeLa-Zellen auch
hohe Konzentrationen an RanGTP vorhanden sind, die eine Rev-Crm1 Bindung beein-
flussen würden. Gleichzeitig stellt sich die Frage, ob eine Crm1-Rev Interaktion ohne
die viralen RRE-Substrate und ohne RanGTP eine biologische Funktion übernimmt.
Denn eigentlich sollte Rev erst mit Crm1 interagieren, wenn es sein für den Export
bestimmtes RRE-RNA-Substrat gebunden hat. Bestätigt wird dies nicht nur durch die
hier gezeigten Messungen, sondern auch durch in vitro-Crosslinking Experimente von
M. Fornerod,34 der eine Inhibierung der Rev-Crm1 Interaktion für RanT24N-GDP, ei-
nem Ran Protein das GTP nicht stabil binden kann, beobachtete. Crm1 hat zudem
die Fähigkeit ohne RRE-RNA-Substrat zwischen Kern und Cytoplasma hin- und her-
zuwandern, wie in dieser Arbeit und allgemein bei X. Zhang121 gezeigt wurde. In seiner
Funktion als Exportin sollte Crm1 erst durch eine RanGTP Bindung veranlasst werden,
Substrate mit NES zu erkennen und zu transportieren. Crm1 besitzt allerdings für die
relativ leucinreiche NES des Rev-Proteins eine recht geringe Affinität.4 Diese könnte
jedoch durch die Homo-Multimerisierung auf der RRE-RNA erhöht werden, da mehre-
re NES-Sequenzen für eine Bindung zur Verfügung stehen und eventuell eine leichter
zugängliche Orientierung innerhalb der multimerisierten Rev-Proteine erreicht wird.

Eine gleichzeitige Abhängigkeit des Crm1-Exports von ATP konnte im Fall des vira-
len RRE/HH-Fragments nicht beobachtet werden, was im Gegensatz zu Zhangs Arbeit
steht, der in Mikroinjektionsexperimenten mit Zellkernen ATP als notwendigen Cofaktor
identifizierte.121 Eine Beteiligung von ATP am Exportprozess wird teilweise durch die
in Abschnitt [4.3] beschriebenen Experimente von V.S.R.K. Yedavalli119 gestützt, die
belegen, dass eine defekte d.h. mutierte DDX3-Helikase den viralen Rev-RRE-Export
zwar inhibiert, jedoch nicht vollständig ausschaltet. Denn DEAD-box Helikasen wie
DDX3 benötigen Energie aus der ATP-Hydrolyse, um RNA-Strukturen oder RNA-
Proteinkomplexe aufzulösen.91,119 Im Hinblick auf die vielfach diskutierte Beteiligung
der Helikasen DDX3 oder An3119,121 am RNA-Export wäre es somit interessant, diese
sowie weitere Cofaktoren des Crm1-Rev Exportweges im Vergleich zu den hier gezeigten
Messungen zu untersuchen. Hierbei muss beachtet werden, dass die in Abschnitt [12.1]
ermittelte Messgenauigkeit der verwendeten Transporteranalyse für den molekularen
Fluss aus dem Kern bei 1.1 ± 0.7Molekülen pro NPC pro Sekunde liegt, so dass sich
der Fluss mindestens um einen Faktor 2 ändern muss, um mögliche Unterschiede bei
Zugabe von Cofaktoren auflösen zu können.
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Im Vergleich zu den in dieser Arbeit berechneten molekularen Flussraten für den Export
der RRE-RNA liegt der Wert für das GST-GFP-NES Exportsubstrat (GGNES)99 bei
etwa 8.8Molekülen pro NPC pro Sekunde. Letzterer Wert wurde allerdings auch bei
einer Konzentrationsdifferenz von 2µM ermittelt, die um einen Faktor 2 höher ist als
die theoretisch angenommene Konzentrationsdifferenz von 1µM im Fall des normier-
ten Flusses. Wird diese Tatsache berücksichtigt, so müsste der molekulare Fluss für die
RRE-RNA wegen der Proportionalität zwischen Fluss und anliegender Konzentrations-
differenz bei etwa 5.4Molekülen liegen, d.h. zweimal so schnell wie für 1µM angegeben.
Das Reporterprotein aus GST-GFP mit einer NES wird in Anwesenheit von RanGTP
schneller durch Crm1 exportiert als die RRE/HH-RNA mit dem Rev-Protein, obwohl
beide Komplexe zusammen mit dem Exportin Crm1 ein ähnliches Molekulargewicht
aufweisen. Im Fall von GGNES sind dies 53.7 kDa und bei RRE/HH mit Rev 61.7 kDa.
Es wird somit erwartet, dass beide Exportkomplexe mit vergleichbarer Geschwindigkeit
durch den NPC diffundieren. Dies könnte durchaus innerhalb der Fehlergrenzen der Fall
sein, jedoch wird bei J.P. Siebrasse99 kein Fehlerintervall angegeben.

Nicht nur eine Unidirektionalität des RRE-RNA-Transports d.h. eine Blockade des
Rücktransports wird mit RanGTP erreicht, sondern auch ein Transport entgegen dem
Konzentrationsgradienten über das Gleichgewicht hinaus. Dies spricht, wie gesagt, für
eine GTP-Hydrolyse, da dabei ausreichend Bindungsenergie freigesetzt wird, die Konfor-
mationsänderungen von Proteinen hervorrufen kann. In deren Folge können somit Bin-
dungen innerhalb von Exportkomplexen, wie diejenige zwischen Crm1 und Rev aufgelöst
werden. Die Beteiligung weiterer aktivierender Faktoren wie RanGAP und RanBP1 an
den cytoplasmatischen Filamenten oder aber auch Cofaktoren wie Helikasen werden da-
bei diskutiert.50,51,71 Die RanGTP-Hydrolyse wird dabei durch die katalytische Funk-
tion von löslichem oder assoziiertem RanGAP ermöglicht. RanGAP in Lösung wird
nach dem mehrmaligen Spülen der isolierten Kernmembranen nicht erwartet, so dass
hierbei von gebundenem RanGAP ausgegangen wird. Demnach muss sich noch ausrei-
chend RanGAP in der Nähe des gebundenen Crm1-Exportkomplexes befinden. Ran-
GAP kann entweder direkt an der terminalen Bindestelle Nup214 oder vermittelt durch
Nup358 an die cytoplasmatischen Filamente binden, um die GTP-Hydrolyse zu indu-
zieren54,71 und eine Umkehr der Transportrichtung zu verhindern. Als weiterführendes
Experiment würde sich ein Immunnachweis mit spezifischen Anti-RanGAP Antikörpern
anbieten. Dieser könnte beweisen, ob RanGAP nach dem Spülen weiterhin an die NPCs
der isolierten Kernmembranen gebunden ist. Eine Inhibierung der cytoplasmatischen
Crm1-Bindestelle durch einen Anti-Nup214 Antikörper wäre auch denkbar, jedoch ex-
perimentell schwer durchführbar. Denn Proteine verhindern die Anheftung der isolierten
Kernmembranen auf der Oberfläche und können nicht passiv durch den NPC zur Bin-
destelle auf die andere Seite der Membran gelangen. Für eine bessere Vergleichbarkeit
des viralen Transportweges mit den Crm1-Exportmessungen wäre es sicher von Vorteil,
die RRE-Transportversuche mit Alexa568 markiertem Crm1 zu wiederholen. Daneben
würde eine Verwendung der gesamten 240 nt langen RRE-RNA-Sequenz die Möglich-
keit eröffnen, die Bindung zwischen RevGFP und RRE-RNA weiter zu charakterisieren.
Wegen der viel beschriebenen Problematik bei den Importversuchen wären ergänzende
Experimente z.B. mit digitonisierten Zellen sinnvoll, um die ermittelten Importraten
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mit einer unabhängigen Methode zu ergänzen.

Abschließend lässt sich folgendes Transportmodell aufstellen: Crm1 bindet in Anwesen-
heit von GTP beladenem Ran-Protein die NES-Sequenz des Rev-Proteins, das wieder-
um mit der retroviralen Cy3-RRE/HH-Sequenz interagiert. Dieser Exportkomplex wird
schließlich mit einer erhöhten Exportrate ka = 1.5-2.0 x k′a aus dem Kern transportiert.
Durch die folgende GTP-Hydrolyse auf der cytoplasmatischen Seite wird eine Konforma-
tionsänderung induziert, wodurch der Exportkomplex auseinanderfällt. Die exportierten
Komponenten RevGFP und Cy3-RRE/HH können im Anschluss daran nicht mehr in
den Kern zurückdiffundieren. Im Gegensatz dazu diffundiert Crm1 mit einer Geschwin-
digkeit von 1.9 ± 0.3Molekülen pro NPC pro Sekunde in den Nukleus zurück, um im
Anschluss weitere Rev-RRE/HH Komplexe aus dem Nukleus zu transportieren.
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15. Resümee
Die Wissenschaft fängt eigentlich
erst da an interessant zu werden, wo
sie aufhört

(Justus von Liebig (1803-1873)
chemische Briefe)

Aktive und passive Membrantransportprozesse werden auch in Zukunft im Fokus der
Wissenschaft bleiben, da nicht nur ein großes pharmakologisches Interesse besteht, son-
dern viele grundlegende Transportmechanismen noch nicht ausreichend verstanden sind.
Im Fall des Kernporenkomplexes könnte die Etablierung eines zuverlässigen Transpor-
tassays die Möglichkeit eröffnen, Inhibitoren zu testen, die im viralen Vermehrungszyklus
des Mason-Pfizer-Monkey Virus oder des HI-Virus angreifen. Die OSTR-Methode bietet
dafür optimale Voraussetzungen, weil einzelne Komponenten und deren Einfluss auf die
Transportgeschwindigkeit des gesamten Translokationsprozesses individuell überprüft
werden können. Jedoch sollte eine pharmakologisch interessante Methode zur Analy-
se von Membrantransportvorgängen nicht nur universell auf alle Arten von Transpor-
tern und Kanäle anwendbar sein, sondern auch eine entsprechend hohe Ausbeute an
verwertbaren Messungen liefern. In dieser Hinsicht waren einige Verbesserungen der
OSTR-Methode notwendig.

Zunächst brachte die Funktionalisierung der Polykarbonatoberfläche durch SMCC eine
wesentliche Verbesserung der Versuchsausbeute, da die Kernmembranen über die Cy-
steinreaktivität der Maleimidgruppe am SMCC fester an die Poly-L-Lysin Schicht auf
der Messarrayoberfläche gekoppelt wurden. Die Wahl der jeweiligen Dichtigkeitskontrol-
le beeinflusste ebenfalls die Messausbeute, da die Membrandichtigkeit durch die jeweili-
ge Kontrolle zuverlässig angezeigt werden muss. Atto637-Fluoreszenzfarbstoffe eigneten
sich im roten Spektralbereich aufgrund der geringeren Adsorptionsneigung und der ho-
hen Wasserlöslichkeit besonders gut als Marker für die Kontrollproteine, unabhängig
davon ob BSA oder MBP als Protein verwendet wurden. Weitere methodische Verbes-
serungen lagen im Materialbereich. Denn die bisherigen Messarrays aus Polykarbonat
wiesen eine herstellungsbedingte Autofluorezenz der TC-Ränder auf und führten durch
den Brechungsindexunterschied zwischen Puffer und Material zu einem reduzierten Auf-
lösungsvermögen des Fluoreszenzmikroskops. Die Messungen aus dieser Arbeit zeigten,
dass mit TeflonAF alle genannten Nachteile des Polykarbonats verhindert werden konn-
ten. Dadurch wurde die Basis für die Entwicklung kostengünstiger Messarrays mit deut-
lich kleineren, homogenen Vertiefungen gelegt, so dass zukünftig einzelne Transporter
aufgelöst werden können. Die Hydrophibizität des Teflons würde zudem Transportstudi-
en mit Kanälen ermöglichen, die in Liposomen rekonstituiert wurden. Kernmembranen
dagegen können mit Hilfe einer Siliziumdioxid-Beschichtung gut auf der hydrophoben
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15. Resümee

Teflonoberfläche angeheftet werden. Trotzalledem werden weitere Verbesserungen be-
nötigt, wenn das in dieser Arbeit vorgestellte Analyseverfahrens zuverlässig zum Scree-
ning von Cofaktoren, pharmologischen Substraten oder Mutanten der Transportprotei-
ne eingesetzt werden soll. Eine automatisierte Zugabe über eine Injektionsanlage würde
beispielsweise die Variation und damit den Messfehler reduzieren. Ebenso müsste eine
Möglichkeit gefunden werden, die beobachteten saisonalen Unterschiede in der Oozy-
tenbeschaffenheit sowie in der Eignung der daraus isolierten Kernmembranen zu mi-
nimieren, um eine effektive Membrananheftung auf der Oberfläche zu erreichen. Die
hohe Variation bei den sich anschließenden Importmessungen nach Richtungsumkehr
könnten ausgeschlossen werden, indem systematisch nach den optimalen Versuchspara-
metern gesucht wird, die einen vollständigen und schnellen Pufferaustausch garantieren.
Ergänzend sind weitere Importversuche z.B. mit digitonisierten Zellen oder mit intakten
Kernen notwendig, um die Importraten mit einer unabhängigen Methode abzusichern.

Nach diesen Vorarbeiten konnten die Vorteile der OSTR-Methode genutzt werden, um
wichtige zellbiologische Fragestellungen zu bearbeiten. Die Entdeckung, dass Arx1 mit
den pre-60S Vorstufen der Ribosomen im Kern assoziiert ist und zudem an einige Nu-
kleoporine des NPCs binden kann, stellte die Frage nach der Funktion des Arx1 Proteins.
Diskutiert wurde beispielsweise die Beteiligung am Exportprozess der ribosomalen Vor-
stufen, der durch Xpo1 und Mex67/Mtr2 gleichermaßen vermittelt wird. Ein direkter
Beweis dafür gelang erst durch die Experimente in dieser Arbeit. Diese belegen, dass
Arx1 ohne weitere Cofaktoren und trotz seiner Größe von 65.2 kDa in der Lage ist, den
NPC in beide Richtungen zu durchqueren. Der Export aus dem Nukleus erfolgte mit
einem k-Wert von 4.8 ± 1.2 x 10−3 s−1, der Import mit 3.8 ± 1.6 x 10−3 s−1. Dabei
wurde Arx1 in den membranbedeckten TCs weder an- noch abgereichert, so dass bei
der erleichterten Diffusion durch den NPC keine Richtung bevorzugt wird. Dies ent-
spricht dem typischen Verhalten eines Transportrezeptors, der an die Nukleoporine im
NPC binden kann und nicht an energieverbrauchende Prozesse gekoppelt ist. Der initia-
le Fluss von Arx1 durch den NPC kann für beide Richtungen folglich gemittelt werden
und liegt für eine Konzentrationsdifferenz von 1µM bei etwa 2.9 ± 0.45Molekülen pro
NPC pro Sekunde. Als Negativkontrollen dienten dabei die Sequenz- und Funktionsho-
mologen Map1 und Ebp1 (Homo sapiens), die beide keine Translokation durch den NPC
zeigten. Arx1 konnte mit den gezeigten Messungen eindeutig als neuer Exportrezeptor
für pre-60S Vorstufen identifiziert werden.

Das pharmakologische Interesse an viralen, nucleocytoplasmatischen Transportwegen
steht außer Frage. Trotz vielfältiger Forschungen im Bereich des Exports und Imports
retroviraler RNA-Substrate aus dem humanpathogenen HI-Virus, konnte selbst nach
vielfältigen Bindungsstudien und Strukturuntersuchungen das minimale Transportsys-
tem noch nicht direkt und eindeutig nachgewiesen werden. Zur Feststellung des Minimal-
systems wurde in dieser Arbeit erstmalig ein Transportassay mit drei fluoreszenzmar-
kierten Substraten etabliert, der die gleichzeitige Messung der Transportkinetik nahezu
aller potentiell am retroviralen Export beteiligten Spezies erlaubte. Dazu zählt zum
einen das Karyopherin Crm1, welches leucinreiche NES-Sequenzen erkennt, sowie der
retrovirale Rev-Adapter, der das Rev-Responsive-Element als Sekundärstruktur in unge-
spleißten retroviralen RNA-Transkripten bindet. Als Modell für alle ungespleißten bzw.
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teilweise gespleißten RNA-Transkripte wurde eine verkürzte RRE-Sequenz in Form des
RRE/HH-Fragments verwendet, nachdem deren Bindung an das Rev-Protein in einem
Gelshift-Assay nachgewiesen werden konnte. Neben der fluoreszenzmarkierten Dichtig-
keitskontrolle Atto637-MBP wurde Rev in Form eines GFP-Fusionsproteins eingesetzt,
sowie das RRE/HH-Fragment mit einem Cy3-Farbstoff markiert. Die Ergebnisse dieser
Arbeit konnten eindeutig und mit einem direkten in vitro-Exportassay zeigen, dass das
minimale Exportsystem aus Rev, RRE-RNA, Crm1 und RanGTP besteht. Das energie-
reiche GTP beladene Ran ist dabei absolut essentiell, da ohne Ran auch kein Transport
stattfindet, während mit Ran sogar eine Anreicherung in den membranbedeckten TCs
beobachtet wird. Zudem wird beim Minimalsystem mit RanGTP die Rückdiffusion aus
den TCs nicht nur gehemmt, wie bei Crm1 mit RanGTP, sondern sogar vollständig inhi-
biert. Der retrovirale Export der RRE-RNA kann somit als unidirektionaler Transport
bezeichnet werden. Bei der theoretischen Konzentrationsdifferenz von 1µM ergibt sich
für RevGFP und Cy3-RRE/HH eine vergleichbare initiale Flussrate mit einem Mittel-
wert von 2.15Molekülen pro NPC pro Sekunde. Im Gegensatz dazu konnte der Export
des Alexa568-markierten Crm1-Proteins in Anwesenheit von RanGTP umgekehrt wer-
den, wobei die Diffusion aus den TCs deutlich langsamer verlief als die Diffusion in
die TCs. Dies macht deutlich, dass die Bildung eines Exportkomplexes aus RevGFP,
RRE/HH-Substrat und Crm1/RanGTP entscheidend zur Unidirektionalität des Trans-
portes beiträgt.

Daran könnten sich Experimente anschließen, die den Einfluss zusätzlicher Faktoren auf
den retroviralen RRE-RNA-Transportweg analysieren, wie beispielsweise der DDX3-
Helikase. Ebenso ließen sich Inhibitoren des RRE-RNA-Exportweges auf ihre Wirksam-
keit hin überprüfen. Des Weiteren würde die Verwendung der gesamten, 240 nt langen
RRE-RNA Sequenz wichtige Hinweise zum in vivo-Mechanismus liefern, denn sie erlaubt
eine Titration der RRE-RNA mit ansteigenden Konzentrationen an Rev-Monomeren,
die in kooperativer Weise an die RRE-RNA binden. Dadurch könnte geklärt werden,
ob die Exposition mehrerer leucinreicher NES-Sequenzen eine Erhöhung der Transport-
geschwindigkeit zur Folge hat. Denkbar wäre, dass bei maximal bis zu zehn gebunde-
nen Rev-Monomeren, so viele NES-Sequenzen zugänglich werden, dass auch mehrere
Crm1 Proteine daran binden und über eine konzertierte Wirkung den Export der RRE-
RNA beschleunigen. Weitere Beweise für einen direkten Einfluss der GTP-Hydrolyse
auf die Transportgeschwindigkeit könnten durch Versuche mit nicht-hydrolysierbaren
GTP-Analogen, wie GppNHp, erbracht werden. Gleichzeitig ließe sich auch die termi-
nale Bindestelle am NPC blockieren, die ebenfalls für die GTP-Hydrolyse von großer
Bedeutung ist. Eine der großen Herausforderungen für zukünftige Forschungen besteht
sicher darin, die bisher experimentell zugängliche, apparente Geschwindigkeitskonstan-
te des Gesamtprozesses in diejenigen der einzelnen molekularen Reaktionen aufzulösen.
Dies ermöglicht einen Vergleich der einzelnen molekularen Geschwindigkeiten, wie bei-
spielsweise zwischen der Geschwindigkeit der Bildung des Exportkomplexes und der Ge-
schwindigkeit der Assoziation am NPC. Realisierbar wäre eine solche Analyse durch eine
Kombination der verschiedenen in vivo- und in vitro-Methoden, wie Einzelmolekülspek-
troskopie, FRET, OSTR sowie zeitauflösende Videomikroskopie und systemanalytische
Berechnungen.
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Abkürzungsverzeichnis

6-ACA 6-Amino Caproic Acid

Amps Ammoniumpersulfat

Arx1 Associated with Ribosomal export complex, Saccharomyces
cerevisiae

BSA Bovine Serum Albumine, Bos taurus

CCR5 CC Chemokine Receptor Type 5, Homo sapiens

CD Circulärer Dichroismus

CIP Calf Intestine Alkaline Phosphatase

Crm1 Chromosome Region Maintenance 1 protein, Homo sapiens;
Xpo1 in Saccharomyces cerevisiae

CXCR4 CXC Chemokine Receptor Type 4, Homo sapiens

Dbp5 DEAD Box Protein 5, Saccharomyces cerevisiae

DDX3 DEAD Box Protein 3, Homo sapiens

DEAD-box D-E-A-D = Asp-Glu-Ala-Asp Box

DEPC Diethylpyrokarbonat

DTT Dithiothreitol

EBP1 NFKB-1, Nuclear factor NF-kappa-B p105 subunit, Homo
sapiens

EM Elektronenmikroskopie

Env Envelope Glykoprotein, HIV-1

FIB Focussed Ion Beam

FRET Förster Resonance Energy Transfer

FRAP Fluorescence Recovery after Photobleaching

FT-IR Fourier Transformation Infrared Spectroscopy

GagPol Polypeptid aus HIV-1, Hauptbestandteile: Matrixprotein
p17, Capsidprotein p24, Nukleocapsidprotein p7, Reverse
Transkriptase, Integrase
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Abkürzungsverzeichnis

GFP Green Fluorescent Protein, Aequorea victoria

GTP Guanosine Triphosphate

HEAT Huntington Elongation faktor 3, Protein Phosphatase 2A,
Lipid Kinase TOR

HEPES N-(2-Hydroxyethyl)Piperazin-N’-(2-Ethansulfonsäure)

HIV-1 Human Immunodeficiency Virus type 1

IPTG Isopropyl-1-Thio-β-D-Galactosid

LMP-Agarose Low-Melting-Point Agarose

LMW Low-Molecular-Weight Proteinmarker

MAP-1 Methionine Aminopeptidase 1, Saccharomyces cerevisiae

MBP Maltose Binding Protein, Escherichia coli

MDBK-Zellen Madin-Darby Bovine Kidney Zellen, Bos taurus

MG Molekulargewicht

Nef Negative Factor, HIV-1

NES Nuclear Export Sequence

NLS Nuclear Localisation Sequence

NMD3 Non-sense Mediated mRNA Decay Pathwayprotein 3,
Saccharomyces cerevisiae

NTR Nuclear Transport Receptor

OSTR Optical Single Transporter Recording, Optische
Einzeltransporteranalyse

PBS Phosphate Buffered Saline

PSF Point Spread Function, Punktverwaschungsfunktion

Ran GTP-bindendes Kernprotein Homo sapiens

RCC1 Regulator of Chromosome Condensation

Rev Regulator of Expression of Viral proteins, HIV-1

ROI Region of Interest

RRE-RNA Rev Responsive Element Ribonucleic Acid

RT Raumtemperatur

SDS-PAGE Sodiumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese
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Abkürzungsverzeichnis

SMCC Succimidyl-4-(N-Maleimidomethyl)Cyclohexan-1-
Carboxylat

SUMO Small Ubiquitin related Modifier

Tat Transactivating Regulatory Protein, HIV-1

TCEP Tris-(2-Carboxyethyl)Phosphin

TCs Test Chambers, Messvertiefungen

TeflonAF Teflon Amorphous Fluorpolymer

TEMED Tetramethylethylenediamin

Vpr Viral Protein R, HIV-1

X-Gal 5-Brom-4-Chlor-3-Indolyl-β-D-Galactosid
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