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Zusammenfassung

Kernporenkomplexe ermdglichen den Stoffaustausch zwischen Zellkern und Zytoplas-
ma. Im Rahmen dieser Arbeit wurden isolierte, transportaktive Zellkerne des Schleim-
pilzes Dictyostelium discoideum mittels Kryo-Elektronentomographie untersucht. Die-
se Strategie ermoglicht die strukturelle Analyse von Kernporen (NPCs) im Zusam-
menhang mit der Kernhiille, als aktives Kerntransportsystem im quasi-nativen Zu-
stand. Kernporen wurden in den erhaltenen Tomogrammen identifiziert und in einem
Einzelpartikelverfahren analysiert. Die resultierende Kryo-EM-Struktur des D. discoi-
deum-Kernporenkomplexes weist nicht nur alle bekannten morphologischen Details
auf sondern wurde auch erstmals isotrop abgetastet und bis 8,8 nm aufgelost (Kapi-
tel . Durch die symmetrieunabhingige Analyse von etwa 4200 einzelnen NPC-
Proteomerer[]] (asymmetrischen Einheiten) konnte die Auflssung bis auf 5,8 nm ge-
steigert werden und neue strukturelle Details wurden sichtbar (Kapitel [4.2.2)). Einige
Substrukturen der Kernporen, insbesondere die Masse im zentralen Kanal (CP) zeig-
ten ein dynamisches Verhalten. Durch die Klassifizierung von NPC-Einzelpartikeln
und die Lokalisierung von goldmarkierten Importkomplexen wihrend des Transports,
gelang es bestimmte Positionen des CP einzelnen Schritten des Importvorgangs zu-
zuordnen. Diese Korrelation zwischen strukturellen Zustédnden und einzelnen Schrit-
ten des Kerntransports ermoglichte neue mechanistische Interpretationen (Kapitel

13.4).

!Kernporen besitzen eine achtfache Rotationsymmetrie im Bezug auf die nukleozytoplasmatische
Achse. Da jede der acht asymmetrischen Einheiten aus dreiffig Proteinkomponenten besteht, die in
bis zu vier Kopien pro Einheit vorkommen, werden sie in dieser Arbeit als Proteomere bezeichnet.
Der Proteomer-Begriff wird im urspriinglichen Sinne in der Virologie auch zur Bezeichnung von
Assemblierungszustinden verwendet, dies ist hier aber nicht gemeint.
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Abstract

Nuclear pore complexes (NPCs) are large macromolecular assemblies and the only
gateways for nucleocytoplasmic exchange. Mainly due to their sheer size, the struc-
tural and functional characterization using traditional methods has been challenging.
To analyze their structure in a close-to-life state, transport-active, intact nuclei from
Dictyostelium discoideum were studied by means of cryo-electron tomography. Sub-
volumes of the tomograms containing individual NPCs were extracted in silico and
subjected to three-dimensional classification and averaging, whereby distinct structu-
ral states were observed. The central plug/transporter (CP) was variable in volume
and could occupy different positions along the nucleocytoplasmic axis, supporting the
notion that it essentially represents cargo in transit. Changes in the position of the CP
were accompanied by structural rearrangements in the NPC scaffold. Furthermore,
gold labelling techniques were used to trace import complexes during their transloca-
tion. Implications for the transport mechanism are discussed. Finally, by performing
a single particle analysis of about 4200 nuclear pore proteomers (asymmetric units),

an isotropically sampled structure resolved to 5.8 nm was obtained.



1. Einleitung

Ein wesentlicher Fortschritt bei der Evolution von eukaryontischen Zellen war ihre
Unterteilung in Kompartimente mit differenzierten Funktionen. Die Aufrechterhal-
tung der unterschiedlichen Proteinkompositionen in den einzelnen Kompartimenten
erfordert einen selektiven Transport von Makromolekiilen iiber biologische Membra-
nen. Kernporenkomplexe (nuclear pore complezes, NPCs) durchspannen die inne-
re und &dubere Kernmembran und ermoglichen den Stoffaustausch zwischen Kern-
und Zytoplasma. Der evolutionire Ursprung des NPC ist umstritten (Antonin und
Mattaj 2005)), erkldrt sich aber moglicherweise aus seiner Verwandschaft mit COP-
Proteinkomplexen (coatamer proteins). Die COPI- und COPII-Komplexe erfiillen
bestimmte Aufgaben bei der Membrankriimmung und Membranfusion in Falle des
Golgi-Apparats und coated vesicles die funktionell mit dem Problem der Fusion der

beiden Kernmembranen vergleichbar sind (Devos et al. 2004)).

1.1 Komponenten des Kerntransportsystems

1.1.1 Substrate

Im Zellkern finden biologische Prozesse wie Transkription, Prozessierung von Ribonu-
kleinsduren (ribonucleic acid, RNAs), Chromatinkondensation, Assemblierung riboso-
maler Untereinheiten, sowie Replikation und Reparatur von Desoxyribonukleinsduren
(deozyribonucleic acid, DNASs) statt. Demzufolge miissen bestimmte Proteine wie zum
Beispiel Transkriptionsfaktoren, Ribonukleoproteine, Histone sowie ribosomale Pro-
teine und Polymerasen nach ihrer Synthese im Zytoplasma in den Kern importiert

werden. Die wichtigsten Substrate fiir den Export aus dem Zellkern sind ribosomale
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KAPITEL 1. EINLEITUNG 5

Untereinheiten und andere Ribonucleoproteine sowie RNAs. Das Kerntransportsy-
stem muf daher sehr effizient aber auch spezifisch funktionieren.

Die Erkennung von Substraten erfolgt auch beim Kerntransport, wie bei allen an-
deren Sortierungsvorgéngen in der Zelle, gemifs der Signalhypothese (Blobel 2000).
Substratproteine enthalten eine Signalsequenz aus 5 bis 10 Aminosduren in ihrer Pri-
marstruktur, welche die Lokalisierung in der Zelle bestimmt. Proteine, die in den
Kern transportiert werden, enthalten mindestens ein Importsignal (nuclear locali-
zation signal, NLS) und zu exportierende Proteine dementsprechend Exportsignale
(nuclear export signal, NES). Es existieren mehrere verschiedene NLS- und auch NES-
Sequenzen in jedem Organismus. RNAs kénnen nur im Komplex mit Proteinen expor-
tiert werden. Die Diskriminierung unreifer Boten-RNA (mRNA) beim Export stellt

eine wichtige Qualitédtskontrolle dar.

1.1.2 Karyopherine und Transportfaktoren

Karyopherine, auch Importine, Exportine oder Transportrezeptoren genannt, erken-
nen und binden die Kerntransportsignale der Substrate. Die Interaktion eines so for-
mierten Transportkomplexes mit dem NPC wird durch spezielle Eigenschaften der
Karyopherine vermittelt (Kapitel . Importine und Exportine binden an unter-
schiedliche NLS- beziehungsweise NES-Sequenzen. Daraus erklart sich die Spezifitét
des Transportsystems fiir verschiedene Substrate. Die Aktivitdt von Transportrezep-
toren wurde erstmalig Mitte der Neunziger Jahre beschrieben (Gorlich et al. 1994}
Radu et al. 1995; |Gorlich et al. 1995).

Importin « bindet an die zuerst beschriebene klassische NLS-Sequenz. Deswei-
teren interagiert Importin o mit Importin § und bildet so einen Importkomplex.
Importin § {ibernimmt die Wechselwirkung mit dem NPC wihrend des eigentlichen
Transportvorganges. Die N-terminale Doméne von Importin « (importin 3 binding
domain, IBB) enthélt eine intrinsische NLS, die eine autoinhibitorische Wirkung auf
die zentrale NLS bindende Doméne ausiibt. Importin # bindet und blockiert die
autoinhibitorische Doméne von Importin o und erméglicht so die Interaktion mit ei-
nem Substratimportsignal (Chook und Blobel 2001)). Inzwischen wurden verschiedene

nicht klassische NLS identifiziert, die meistens direkt, selten {iber Adaptorproteine an
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Yeast nucleoporin B
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FXFG core

Major NLS
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Abbildung 1.1: A. Modell eine Importkomplexes aus NLS /Importin «/Importin 3 angedockt an die
FxFG-Motive eines Nukleoporines. Dieses Modell besteht aus den Kristallstruktu-
ren zweier Subkomplexe (Chook und Blobel 2001). B. Kristallstruktur des Export-
komplexes aus Cselp/Karyopherin 60p/RanGTP. Die N-terminale IBB-Doméne von
Karyopherin 60p ist in magenta, a-Sekundarstrukturen sind als Zylinder dargestellt
(Matsuura und Stewart 2004).

Importin B-Homologe binden. Es gibt mindestens 20 verschiedene humane Proteine,
die zur Importin G-Familie gehéren und unterschiedliche Substrate auf ihrem Trans-
portweg begleiten. Bekannte Vertreter und ihre Substrate sind zum Beispiel Snupor-
tin (snRNPs), Transportin (hnRNP) und Importin 7/Karyopherin 51 (Histon H1).
Die Tertidrstruktur aller Proteine dieser Familie setzt sich aus repetitiven a-Helices
(HEATS) zusammen. Bei Importin a bilden multiple a-helikale Elemente (armadillo

repeats, ARMSs) eine superhelikale Tertidirstruktur aus (Abb. [L.1).

Die Struktur und Funktionsweise von Exportinen scheint denen von Importinen zu
entsprechen (Abb. [1.1)). Exportine mit bekannten Funktionen sowie Substraten sind
zum Beispiel Crm1 (Proteine mit Leucin-reicher NES), CAS (Importin «), Exportin-t
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(t-RNAs), Exportin 4 (Elongationsfaktor 5A). Das Hefe-Karyopherin 121p iibt Funk-
tionen beim Import und Export unterschiedlicher Substrate aus (Chook und Blobel
2001).

Transportfaktoren komplettieren das Bild der nicht stationdren Komponenten des
Kerntransportsystems. Die kleine GTPase Ran ist ein fiir fast alle Transportwege
essentieller Transportfaktor und wurde 1993 unabhingig von zwei Forschungsgrup-
pen entdeckt (Moore und Blobel 1993; Melchior et al. 1993). Da RanGAP (Ran
G TPase-activating Protein) zytoplasmatisch und RanGEF (Ran guanine nucleotide
exchange factor) im Kernplasma vorkommt, existiert Ran jeweils bevorzugt in sei-
ner GTP-gebundenen Form im Zellkern und als RanGDP im Zytoplasma. Diese zwei
Zustande werden in der Literatur oft als Ran-Gradient bezeichnet und sind fiir vek-
toriellen Transport notwendig. RanGTP bindet an Importkomplexe sobald sie das
Kernplasma erreichen. Diese Interaktion initiiert die Dissoziation des Substrates. Der
verbleibende Importin S-RanGTP-Komplex diffundiert zuriick ins Zytoplasma, wih-
rend fiir Importin « ein spezifisches Exportin existiert (siehe oben). Demgegeniiber
bindet RanGTP an Exportkomplexe bereits im Kernplasma. Allerdings tritt hierbei
eine Stabilisierung des Komplexes ein. Erst nach dem Transport in das Zytoplasma
wird durch die Hydrolyse von GTP eine Dissoziation des Substrates initiiert. Frei-
es RanGDP bindet nun an NTF2 (nuclear transport factor 2) und kehrt zuriick ins
Kernplasma, wo der Austausch von GDP zu GTP stattfindet (Wente 2000)).

1.1.3 Nukleoporine

Nukleoporine (nucleoporins, Nups) sind die stationdren Bestandteile des Kernporen-
komplexes. Mit der Weiterentwicklung von Priparationsmethoden und Massenspek-
trometrie konnte man den Kreis der Nukleoporine von anfangs 120 bis 150 Kandidaten
auf circa 30 eingrenzen. Die NPCs von niederen und hoéheren Eukaryonten besitzen
die gleiche Anzahl von Nukleoporinen, obwohl die Ahnlichkeit der Primérstruktur im
Vergleich zu anderen Proteinfamilien gering ist (Rout et al. 2000; |Cronshaw et al.
2002]).

Die Rontgenkristallstruktur der N-terminalen Domé&ne von Nup159 aus Hefe ent-

spricht dem Faltungsmotiv eines [-Propellers und iibt eine Funktion beim Export
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Abbildung 1.2: A. Primérstrukturelemente der Bestandteile des Vertebraten-NPC. B. Die Kri-
stallstruktur der N-terminalen Doméne von yNupl59 (homolog zu hNup214). Das
Faltungsmotiv des sieben-blattrigen-8-Propellers kommt wahrscheinlich bei einigen
Nups vor (Schwartz 2005)).

von mRNA aus (Berke et al. 2004; Weirich et al. 2004). Andere Daten fiir Nup-
Strukturelemente basieren auf Sequenzanalysen, Sekundérstrukturvorhersagen bezie-
hungsweise Aktivititstests. Weitere wichtige Motive sind a-Armadillos, FG-repetitive
Elemente (Phenylalanin-Glycin), Ran-bindende Doménen sowie coiled coils und Zink-
finger (Abb. . Einige Nukleoporine enthalten besondere Strukturelemente. Das
Nup98/Nup96 Vorlduferprotein z.B. besitzt eine autoproteolytische Doméne mit de-
ren Hilfe es sich in Nup98 und Nup96 aufspaltet. Das Grofite aller Nukleoporine,
Nup358 (Synonym: RanBP2), ist sowohl eine SUMO1-E3-Ligase (Pichler et al. 2002)
als auch eine Peptidyl-Prolyl-cis/trans-Isomerase. Die beiden Proteine POM121 und
gp210 besitzen Transmembranhelices. Wéhrend eine grofe lumenale Doméne von
gp210 wahrscheinlich den Ubergang von Membranproteinen von der #uferen zur inne-
ren Kernmembran erleichtert, verankert POM121 den NPC im Kernmembransystem

(Mattaj 2004]).
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Abbildung 1.3: Dynamische Karte des NPC.
Nukleoporine lassen sich ge-
méaf ihrer mittleren Verweilzeit
am NPC in drei Gruppen un-
terteilen: dynamische, Adaptor-
und Geriist-Nukleoporine

but et al. 2004).

Eine besondere Stellung nimmt die Klasse der FG-Nukleoporine ein. Diese Nukleo-
porine enthalten Domé&nen mit dem repetitiven Primérstrukturmotiv Phenylalanin-
Glycin. Diese Doménen besitzen keine konventionelle Sekundéarstruktur, vielmehr in-
teragieren sie "Tentakel-artig” miteinander und bilden so eine hydrophobe Phase im

zentralen Transportkanal des NPC (Suntharalingam und Wente 2003)).

Die etablierte Unterteilung der Komponenten des Transportsystems in 16sliche
(Karyopherine und Transportfaktoren), sowie stationdre Bestandteile (Nukleopori-
ne), wurde kiirzlich weiter verfeinert. Die Anwendung von iFRAP (inverse Fluo-
rescence Recovery after Photobleaching) ermoglichte die Bestimmung der mittleren
Verweilzeiten von circa zwanzig mit Griin fluoreszierendem Protein (GFP) markier-

ten Nukleoporinen am NPC (Rabut et al. 2004). Die erhaltenen Werte weisen eine

starke Variation auf und fiihrten zur Aufteilung in drei Untergruppen. Nukleoporine
mit mittleren Verweilzeiten im Sekunden- oder Minutenbereich wurden als dynamisch
eingestuft (dynamic Nups). Allerdings wurden nur fiir drei Vertreter kleinere Werte
als 2,5 Stunden gemessen. Sechs Nukleoporine mit Werten von 2,5-30 Stunden wur-

den als strukturelle Adaptoren eingeordnet (adaptor Nups). Die zehn Vertreter der
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grokten Gruppe, die Geriist-Nukleoporine (scaffold Nups), wiesen mittlere Verweilzei-
ten von mehr als 35 Stunden auf. Die Strukturbestimmung des NPC mit Methoden
die auf Mittelung beruhen, wird durch das zum Teil dynamische Verhalten der Nu-
kleoporine erschwert. Die in Abb. dargestellte Karte des NPC gibt einen guten

Uberblick iiber statische und dynamische Komponenten.

1.2 Transportmechanismus

Kernporen ermoglichen die passive Diffusion kleinerer Molekiile von bis zu 40 kDa.
Der spezifische Transport grokerer Substrate erfolgt durch die Interaktion von Ka-
ryopherinen mit FG-Nukleoporinen. Der prazise Mechanismus dieser Interaktion ist
ungeklart, wird aber durch mehrere Modelle beschrieben.

Ein &lteres Modell erklért den gerichteten Transport mit einem Affinitdtsgradien-
ten entlang des zentralen Kanals (Ben-Efraim und Gerace 2001)). Dieser konnte durch
Variationen des x im FxFG-Motiv der FG-Nukleoporine gebildet werden. Demzu-
folge wiirden sich Transportkomplexe entlang dieses Gradienten bewegen und dabei
von einem Interaktionspartner zum jeweils nichsten mit hoherer Affinitat "springen”.
Die Dissoziation vom letzten Interaktionspartner (hochster Affinitdt) wire nur un-
ter aktiven Energieaufwand moglich. Tatsachlich werden die Dissoziationskonstanten
von Karyopherin-31 und Nukleoporinen entlang der Transportrichtung kleiner (Pe-
ters 2005). Allerdings sind die meisten FG-Nukleoporine nicht asymmetrisch entlang
der nukleozytoplasmatischen Achse verteilt (Rout et al. 2003)). Desweiteren zeigen
kinetische Studien, daft Wechselwirkungen mit hoher Affinitét nicht erforderlich sind.

Geméaf dem selective phase-Modell ist der zentrale Kanal des NPC mit einem
hydrophoben Medium gefiillt (Ribbeck und Gérlich 2001). Diese Phase wird durch
schwache hydrophobe Interaktionen der ungefalteten, flexiblen FG-reichen Doméanen
gebildet und hat die Eigenschaften einer konzentrierten Polymerlésung. Karyopherine
haben zum Teil hydrophobe Oberflichen und kénnen in den zentralen Kanal diffundie-
ren. Inerte Molekiile haben hydrophile Oberflicheneigenschaften und kénnen deshalb
keine hydrophoben Wechselwirkungen eingehen. Sie werden nicht transportiert, weil
ihre Oberflicheneigenschaften das ”Auflésen” im zentralen Kanal verhindern. Ein &hn-

liches Konzept liegt dem virtual gating-Modell zu Grunde (Rout et al. 2003). Hierbei
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werden Transportkomplexe die mit dem NPC interagieren mit einer hoheren Wahr-
scheinlichkeit transportiert als andere Molekiile (Fahrenkrog und Aebi 2003; Becskei
und Mattaj 2005)). Allerdings geht man dabei nicht von hydrophoben Wechselwirkun-
gen sondern spezifischen Affinitdten von Karyopherinen zu FG-Nukleoporinen aus.
Die Evidenz fiir einen hydrophoben zentralen Kanal beruht auf der Tatsache, dafs
die dort lokalisierten Nukleoporine relativ viele Phenylalanine in ihren FG-Doméanen
besitzen. Ob schwache hydrophobe Interaktionen zwischen verschieden FG-Doménen
zu einem hydrophoben Kollaps, also Aggregation fiihren wiirden, bleibt umstritten.
Vor allem das selective phase-Modell wird durch verschiedene experimentelle Er-
gebnisse unterstiitzt (Ribbeck und Gérlich 2001; Ribbeck und Gorlich 2002). Die
Transportrate definiert sich anhand des Diffusionsflusses von Transportkomplexen

J (mol nm~2 s71) gemiR des 1. Fickschen Gesetzes:

ac
J=-D%- (1.1)

wobei D der Diffusionskoeffizient ist und der Differentialquotient g—g den Konzen-
trationsunterschied von Transportkomplexen im Zytoplasma und Kernplasma be-

schreibt. Die Permeabilitdt P ist direkt proportional zum Verteilungskoeffizienten

K:
KD
T

Fiir den diskreten Fall mit einer Linge I des zentralen Kanals ergibt sich ein Konzen-

P (1.2)

trationsunterschied von AC und entsprechend fiir den Diffusionsfluf von Transport-

komplexen J (Becskei und Mattaj 2005)):

y= KD 05

Demnach ist die mittlere Verweilzeit eines Transportkomplexes im zentralen Ka-
nal umso kleiner, je grofer sein Diffusionskoeffizient ist. Diese Grofe wurde fiir ein
Fusionsprotein mit klassischer NLS und zwei Molekiilen GFP (NLS-2xGFP) und
fiir 2xGEFP allein bestimmt (Yang et al. 2004). Der Diffusionskoeffizient eines NLS-
2xGFP-Importkomplexes sollte also wegen der hydrophoben Oberflicheneigenschaf-
ten von Importinen grofer sein als bei 2xGFP allein. Tatsachlich ist die gemessene

mittlere Verweilzeit von NLS-2xGFP (10 ms) sehr viel kleiner als bei 2xGFP (150 ms).
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Abbildung 1.4: A. Export geméifs dem selective phase-Modell (Becskei und Mattaj 2005) mit dem
FG-Netzwerk in braun, innerten Molekiilen in schwarz und Exportinen als Rauten.
Durch die Hydrolyse von RanGTP im Zytoplasma wird das Substrat entlassen. B.
Kerntransport geméafs dem Reduction of Dimensionality-Modell (Peters 2005) mit
FG-Motiven in rot, Karyopherinen in griin und Substraten in blau. Transportkom-
plexe bewegen sich zweidimensional entlang der FG-Motive.

Diese Werte wurden mittels zeitlich und rdumlich hochauflésender Einzelmolekiil-
Fluoreszenzmikroskopie auch fiir andere Substrate und Transportfaktoren bestimmt.
Ob die erzielte Genauigkeit von 30 nm beziehungsweise 2 ms ausreicht um Trajekto-
rien von Einzelmolekiilen aufzunehmen, ist jedoch umstritten (Peters 2005)). Dennoch
zeigten die Experimente von Yang et al. auch, daf Transportkomplexe innerhalb des
zentralen Kanals zufillig geméaf der Brownschen Molekularbewegung diffundieren,
was dem selective phase-Modell entsprechen wiirde (Yang et al. 2004). Zusammenfas-
send besteht ein einzelner Transportvorgang aus 3 Schritten: dem Eintreten in den
zentralen Kanal, ungerichteter Diffusion im zentralen Kanal und dem Verlassen des
zentralen Kanals (Abb. [1.4A). Der geschwindigkeitsbestimmende Schritt kénnte also

sowohl das Eintreten als auch das Verlassen der hydrophoben Phase sein.

Kiirzlich wurde das Reduction of Dimensionality-Modell fiir Kerntransport vorge-
schlagen (Peters 2005)). Thm liegt die Idee zugrunde, dals FG-Motive (rot) die Ober-
fliche des zentralen Kanals auskleiden, wiahrend ein hydrophiler Selektionsfilter das
eigentliche Volumen einnimmt (Abb. [[.4B). Demnach wiirden Karyopherine (griin)
nur zweidimensional (2D) entlang der Oberfliche diffundieren und Substrate (blau)
in den Selektionsfilter exponiert. Die Reduktion der Freiheitsgrade fiir zuféllige Dif-

fusion im zentralen Kanal um eine Dimension erhoht die Wahrscheinlichkeit, daf
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Transportkomplexe die Barriere in kiirzerer Zeit iiberwinden. Die ungehinderte Diffu-
sion kleiner Molekiile wird mit einer 8-10 nm breiten Passage in der Mitte des Kanals
erklirt. Die Oberflicheneigenschaften der Substrate wiren nicht mehr relevant, da sie
sich im hydrophilen Selektionsfilter bewegen. Beim selective phase-Modell hingegen
kompensieren Karyopherine fiir die Oberflicheneigenschaften der Substrate (Ribbeck
und Gorlich 2002) und die freie Diffusion kleiner Molekiile wird durch die Maschen-

grofke des Netzwerkes ermdglicht.

Einen weiteren Beweis fiir die wesentliche Rolle der FG-Nukleoporine lieferten die
Experimente mit "minimal funktionellen” NPCs (Strawn et al. 2004). Hierbei wurden
13 verschiedenen FG-Doménen der Kernpore aus Hefe entfernt. Nur eine einzige dieser
Doménen stellte sich als essentiell heraus. Die unterschiedlichen Deletionen wurden
dann kombiniert und ein vitaler Hefestamm mit "minimal funktionellen” Kernporen
mit sieben Deletionen konstruiert. Die Aufrechterhaltung einer hydrophoben Barriere
im zentralen Kanal erscheint also wichtiger als spezifische Funktionen einzelner FG-
Doménen. Dennoch wurden die Transportraten bestimmter Substrate von den ein-
zelnen Deletionen zum Teil unterschiedlich beeinflufst. Dies legt die Schluffolgerung
nahe, dafs nicht alle Substrate nach exakt dem gleichen Mechanismus transportiert

werden.

Systembiologische Methoden ermoglichten inzwischen die Analyse des Importin
a/ Transportsystems in einem Computermodell (Riddick und Macara 2005). Die
notwendigen Dissoziationskonstanten der beteiligten Interaktionspartner wurden be-
reits zuvor bestimmt. Dieses Modell machte Vorhersagen, welche experimentell besté-

tigt werden konnten. Uberraschenderweise haben hohe Konzentrationen von Importin
£ and RanGEF einen inhibierenden Effekt.

Nicht zuletzt kostet der Transport entgegen eines Konzentrationsgefilles Energie.
Der Transportvorgang selbst ist reversibel und energieunabhéngig. Der Reaktionszy-
klus der kleinen GTPase Ran reguliert Bindung und Freigabe von Substraten und
liefert so die notwendige Energie (Weis 2002).
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1.3 Elektronenmikroskopische Analyse von Kernpo-

renkomplexen

1.3.1 Entdeckung und Morphologie von Kernporen

Eine regelmébige porose Struktur in der Kernhiille (nuclear envelope, NE) von Kral-
lenfroschen wurde erstmals 1950 als nuclear annuli beschrieben (Callan und Tomlin
1950). Anderson publizierte 1953 die Hypothese, die Kernhiille sei permeabel fiir Ma-
kromolekiile und enthalte Poren (Anderson 1953). Er stief auf Interesse, aber auch auf
Widerstand (Hogeboom und Schneider 1953). Diese Hypothese stand einer Theorie
gegeniiber, welche die Kontrolle {iber die Prozesse im Zellkern durch kleinere Molekiile
wahrend der Interphase favorisierte. Der Transport von Genprodukten in das Zyto-
plasma wurde mit der Deassemblierung der Kernhiille wihrend der Mitose erklrt.
Zur gleichen Zeit ermdglichten Fortschritte bei der Préparation von Proben fiir die
Elektronenmikroskopie zahlreiche Entdeckungen (Palade 1952)). Bereits Mitte der 50er
Jahre wurde die Kernpore, unterstiitzt durch mehrere elektronenmikroskopische Un-
tersuchungen (Watson 1954; Afzelius 1955)), als ubiquitérer Bestandteil der Kernhiille
anerkannt. Experimente von Feldherr lieferten erste Beweise fiir den Transport durch
Kernporen (Feldherr 1962)). Er beschichtete 5 nm Goldpartikel mit Polyvinylpyrro-
lidon und mikroinjizierte diese in das Zytoplasma von Amoeben. Die Analyse durch
Elektronenmikroskopie ergab eine zeitabhidngige Anreicherung im Zellkern. Feldherr
fand einige der Goldpartikel im Zentrum der Kernporen und schlug den Transport

von "zumindest einigen Goldpartikeln” durch einen zentralen Kanal vor (Abb. [L.5).

Der grundsétzliche Aufbau des NPC ist in Abb. zusammengefakt. Der NPC
besitzt eine achtfache Rotationssymmetrie beziiglich der nukleozytoplasmatischen
Achse und eine Masse von 90-120 MDa bei Vertebraten, beziehungsweise 50 MDa
im Fall von Hefe (Fahrenkrog und Aebi 2003). Drei iibereinander liegende Ringe,
der zytoplasmatische Ring, der Speichenring und der nukleire Ring umschlieffen den
zentralen Kanal. Der Speichenring besteht aus acht Speichen. Sowohl mit dem zy-
toplasmatischen Ring als auch mit dem nukledren Ring sind jeweils acht Filamente

verbunden. Die nukledren Filamente bilden zusammen mit dem distalen Ring den
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Abbildung 1.5: A. Callen und Tomlin bildeten erstmals Kernporen ab. Elektronenmikroskopische
Aufnahme einer Krallenfrosch-Kernmembran, chemisch fixiert, auf Formvar-Film,
kontrastiert durch Palladium-Beschichtung (Callan und Tomlin 1950). B. Elektro-
nenmikroskopische Aufnahmen von Kernporen die Goldpartikel (G) transportieren.
Diinnschnitt einer fixierten und Plastik-eingebetteten Amobenzelle mit Zellkern (N)

und Zytoplasma (C). Modifiziert nach (Feldherr 1962).

nuclear basket. Die Masse im zentralen Kanal wird als central plug (CP) oder cen-
tral transporter bezeichnet und hat wahrscheinlich keine definierte Struktur, sondern
besteht aus FG-Doménen und Transportkomplexen. Die Kombination verschiedener
Technologien und Experimente ermoglichte die Erforschung des prinzipiellen Aufbaus

von Kernporen.

Durch Transmissionselektronenmikroskopie (TEM, siehe Kapitel von Plastik-
eingebetteten, schwermetallkontrastierten Diinnschnitten wurden morphologische Be-
standteile der Kernpore, wie die zytoplasmatischen und nukledren Filamente und
der CP identifiziert (Franke et al. 1981). Die erste Analyse des NPC durch Kryo-
TEM (siehe Kapitel wurde 1989 durchgefiihrt (Akey 1989; Akey und Goldfarb
. Die drei iibereinander liegenden Ringe, welche den zentralen Kanal bilden,

wurden hier erstmalig beschrieben. Desweiteren erschien der NPC 822-symmetrisch,

also achtfach rotationssymmetrisch beziiglich der nukleozytoplasmatischen Achse (z-

Achse) und spiegelsymmetrisch im Bezug auf die x- und y-Achsen. Wéhrend TEM
schon frithzeitig qualitative Daten iiber Kernporen lieferte (Afzelius 1955), wurden
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genauere morphologische Details durch Rastere]ektronenmikroskopie[] (scanning elec-
tron microscopy, SEM) aufgedeckt. Die Anwendung von SEM auf schwermetallkon-
trastierte NEs ermoglichte Ris erstmalig die Abbildung des nuclear basket (Ris 1991)).
Durch diese Arbeit wurde die bis zu diesem Zeitpunkt angenommene 822-Symmetrie
wiederlegt. In Kombination mit biochemischen Methoden wie Detergens-Extraktion
und Proteolyse konnten jedoch auch innere Strukturen des NPC, wie die drei Ringe,
analysiert werden (Goldberg und Allen 1996)).

Die Identifikation der Nukleoporine durch Massenspektrometrie ermdglichte ihre
Lokalisierung mittels Immunogold-Markierung. Hierbei wurden Plastik-eingebettete
Diinnschnitte mit Gold-konjugierten Antikérpern markiert und mittels TEM analy-
siert (Rout et al. 2003). Eine Quantifizierung dieser Daten ermdglichte eine grobe
zweidimensionale Zuordnung der Position fast aller Nukleoporine im Bezug auf die
nukleozytoplasmatische Achse (innerhalb eines bestimmten statistischen Vertrauens-
bereiches). Durch eine Verfeinerung der Bildanalyse und die Verwendung Doménen-
spezifischer Antikorper konnte das Nukleoporin Tpr (translated promoter region) als
exklusiver Bestandteil der nukledren Filamente identifiziert werden (Krull et al. 2004)).
Diese Arbeit ist bisher die einzige, die ein morphologisches Detail des NPC konkret

mit einem Nup assoziiert.

1.3.2 Dreidimensionale Rekonstruktionen der Kernpore

Die dreidimensionale (3D) Rekonstruktion aus Projektionen, die mit Hilfe eines Elek-
tronenmikroskopes aufgenommen werden, basiert grundsétzlich auf dem Projektions-
theorem (siche Kapitel 2.4). Die ersten 3D-Rekonstruktionen des NPC gelangen mit
negativ kontrastierten NEs von Krallenfroschen (Unwin und Milligan 1982 Hinshaw
et al. 1992). Die Verwendung von Schwermetallen als Kontrastmittel hat jedoch ge-
wisse Nachteile gegeniiber der Abbildung biologischer Praparate mittels Kryo-EM
(sieche Kapitel . Entsprechende Strukturen von Detergens-extrahierten und auch

Membran-gebundenen NPCs aus Hefe und Krallenfrosch wurden spéter verdffentlicht

!Bei der Rasterelektronenmikroskopie werden biologische Proben zur Kontrastierung zunéchst
mit Schwermetall bedampft, und dann Punkt fiir Punkt abgetastet, wobei die Sekundérelektronen
detektiert werden. Die Rasterposition wird mit dem detektierten Signal korreliert und so ein Bild
erstellt. Diese Methode liefert ein topologisches Abbild der Probe mit sehr hohem Signal zu Rausch-
Verhiltnis (signal to noise ratio, SNR) und relativ grofer Tiefenschérfe.
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(Akey und Radermacher 1993 Yang et al. 1998)). Die préaparative Anwendung von
Detergenzien beinhaltet jedoch das Risiko eines Verlustes einiger Komponenten des
NPC wihrend der Extraktion. Der Hefe-NPC weist prinzipiell die gleichen morpholo-
gischen Merkmale wie der Krallenfrosch NPC auf, ist jedoch kleiner (Abb. A und
B). Beide Strukturen wurden im random conical tilt-Verfahren erstellt (siche Kapitel
2.4). Durch Kryo-Elektronentomographie (ET) wurde die Struktur von Membran-
verankerten Krallenfrosch-NPCs bis zu 12 nm aufgelost (Stoffler et al. 2003). Die ho-
here Auflésung dieser Rekonstruktion macht zusétzliche Details wie den distalen Ring
und den Ansatz der zytoplasmatischen Filamente sichtbar (Abb. [1.6[C). Der kleinere
CP wird im direkten Vergleich mit der Struktur von Akey und Radermacher auffillig
(trotz des ansonsten offenbar hoheren Schwellenwertes der isosurface-Darstellung).
Diese Tatsache lafst sich moglicherweise mit den unterschiedlichen Préparationsver-
fahren erkldren. Bei allen drei genannten Rekonstruktionen nahmen die einzelnen
NPCs auf dem EM-grid eine dhnliche Orientierung an: mit der nukleozytoplasmati-
schen Achse parallel zum Elektronenstrahl. Aufgrund technischer Einschrankungen
beim Kippen der Probe im Elektronenmikroskop konnen die resultierenden Struktu-
ren nicht in allen drei Dimensionen gleichformig (isotrop) abgetastet werden (siehe
Kapitel 2.4)). Die Folge sind Artefakte wie eine niedrigere Auflosung entlang der nu-
kleozytoplasmatischen Achse und eine Elongation der gesamten elektronenoptischen
Dichte in dieser Richtung (Griinewald et al. 2003). Als praktische Konsequenz sind
zum Beispiel die Regionen mit niedrigerer EM-Dichte zwischen den einzelnen Ringen
nicht aufgelost. Ebenen deren Normalenvektor parallel zur nukleozytoplasmatischen
Achse verlauft, wie zum Beispiel die Kernmembranen, konnen nur verzerrt abgebildet

werden.

1.3.3 Abbildung von Substraten wahrend des Kerntransportes

Kinetische Studien des Kerntransportes wurden mit Hilfe von Fluoreszenz-markierten
Substraten durchgefiihrt. Hierbei wird die Einstellung des Fliefgleichgewichtes mittels
quantitativer Fluoreszenzmikroskopie zeitlich verfolgt (Ribbeck und Gorlich 2002)).
Diese Methode ist ein wichtiges Werkzeug um die Eigenschaften mechanistischer

Transportmodelle im Experiment zu iiberpriifen. Eine weitere Moglichkeit ist die
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Abbildung 1.6: Dreidimensionale Rekonstruktionen des NPC durch Kryo-EM. A. Struktur des NPC
aus Hefe erstellt durch konisches Kippen. B. Struktur des NPC des Krallenfrosches
erstellt durch konisches Kippen und durch Einzelpartikel-Tomographie C. Modifiziert
nach (Akey und Radermacher 1993; [Yang et al. 1998; |StofHler et al. 2003) D. Modell
des Krallenfrosch-NPC. Modifiziert nach (Nakielny und Dreyfuss 1999).
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Abbildung von einzelnen Substraten wéihrend des Transportes. Grundsétzlich sind
zwei Verfahren moglich: Einzelmolekiil-Fluoreszenzmikroskopie und die Abbildung
von goldmarkierten Substraten mittels TEM. Die erste Methode erlaubt die zeitliche
Analyse eines einzelnen Transportvorganges, wenn auch nur mit drei bis fiinf Daten-
punkten (Yang et al. 2004)). Der Vorteil von TEM ist die wesentlich bessere Auflésung,
auch wenn alle Proben fixiert werden miissen. 1989 untersuchten Akey und Goldfarb
den Transport von goldmarkiertem Nukleoplasmin an eiseingebetteten (siehe Kapitel
Krallenfrosch NEs (Akey und Goldfarb 1989). Sie klassifizierten den radialen Ab-
stand der Transportkomplexe vom zentralen Kanal in drei Gruppen (2D, rechtwinklig
zur nukleozytoplasmatischen Achse) und schlugen einen dreistufigen Importmecha-
nismus vor: periphere Bindung, Andocken an den CP und Translokation. Bei dieser
Methode kann jedoch die Position der Transportkomplexe entlang der nukleozyto-
plasmatischen Achse nicht bestimmt werden. Bei plastikeingebetteten Diinnschnitten
wird die Position der Transportkomplexe, je nach Schnittrichtung, entweder im Bezug
auf die nukleozytoplasmatische Achse (Transportrichtung) oder radial, rechtwinklig
zur nukleozytoplasmatischen Achse (parallel zur Membran) bestimmt. Bei einem ein-
zelnen goldmarkierten Substrat besteht also immer Unklarheit iiber seine Position
beziiglich einer Dimension. Dennoch beweist die Arbeit von Walther et al. , daf die
zytoplasmatischen Filamente nicht essentiell fiir den klassischen Import von Substra-
ten sind (Walther et al. 2002). Im Kontrast zu den Studien von Akey und Goldfarb
war hier keine klare periphere Position der Transportkomplexe auf der zytoplasma-
tischen Seite sichtbar, was auf die Existenz von nicht essentiellen Bindungsstellen an

den zytoplasmatischen Filamenten schlieffen lafst.

1.4 Zielsetzung und Fragestellung

Ziel dieser Arbeit ist eine strukturelle Analyse von Kernporenkomplexen in nativer
Umgebung mittels Kryo-ET. Dies setzt die FEtablierung einer biologischen Pripara-
tion voraus, welche nachweisbar transportaktive NPCs enthélt. Diese Vorgehensweise
hat einen wesentlichen Vorteil, aber auch einen Nachteil. Im Gegensatz zu gereinig-
ten NPCs tragen alle an Transportvorgdngen beteiligten Proteine zur beobachteten

EM-Dichte bei, allerdings kann die Identitdt aller Komponenten des Systems nicht
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bestimmt werden. Die tomographische Analyse von Membran-verankerten NPCs, die
unterschiedliche, also freie Orientierungen einnehmen, ermdéglicht in Kombination mit
entsprechenden Strategien zur Einzelpartikelprozessierung die isotrope, artefaktfreie
Abtastung der NPC-Struktur in 3D. Mit Hilfe von goldmarkierten Substraten ist
eine prézise Lokalisierung von Transportkomplexen wihrend des Transportvorgangs
denkbar. Eine solche Analyse wiirde eine genauere Zuordnung der Interaktionen eines
Transportkomplexes mit den morphologischen Bestandteilen des NPC ermdoglichen
und konnte wichtige Informationen iiber den Transportmechanismus und insbesonde-

re die Natur und Funktion des CP liefern.



2. Hintergrund

2.1 Praparation von biologischen Proben fiir Trans-

missionselektronenmikroskopie

Im Hochvakuum im Inneren eines Elektronenmikroskopes wiirden wéssrige Losungen
oder Suspensionen sofort verdampfen. Deswegen miissen biologische Proben grund-
sitzlich fixiert werden, um sie mittels Transmissionselektronenmikroskopie (TEM) zu
betrachten. Dies geschieht seit den fiinfziger Jahren durch chemische Fixierung und

die Einbettung in Hartplastik sowie Schwermetall-Kontrastierung (Palade 1952)).

In den achtzigern Jahren wurde die Praparation von biologischen Proben durch J.
Dubochet revolutioniert (Dubochet et al. 1988)). Bei der sogenannten Kryo-EM wird
die Probe im hydratisierten Zustand eingefroren. Dazu werden wéssrige Proben auf
einen l6chrigen Kohle-Tragerfilm aufgebracht. Die iiberschiissige Fliissigkeit wird mit
einem Filterpapier abgesogen, um eine Probendicke von weniger als 1 pym zu erhalten.
Die Probe wird dann in fliissiges Ethan mit einer Temperatur von circa 80 K "einge-
schossen”. Bei einer Abkiihlungsgeschwindigkeit von mindestens 10* K pro Sekunde
wird die Entstehung von kristallinem Eis verhindert. Die Wassermolekiile behalten
ihre Orientierung, und es entsteht Eis im Glaszustand. Dadurch wird die Dehydra-
tisierung von biologische Proben vermieden und das elektrostatische Potential kann
in einem quasi-nativen Zustand abgebildet werden. Diese Methode erfordert bei allen
weiteren Schritten, wie Probenlagerung, Transfer in den Probenhalter und Abbildung
im EM, eine Temperatur von weniger als 140-150 K. Diese wird durch Kiihlung mit

fliissigem Stickstoff erreicht.

21
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Abbildung 2.1: Prinzipieller Aufbau des Phillips CM300 TEM in Martinsried (Schweikert 2004).

2.2 Transmissionselektronenmikroskopie

2.2.1 Aufbau eines Transmissionselektronenmikroskopes

Ende der zwanziger Jahre gelang Ernst Ruska der experimentelle Beweis fiir die Taug-
lichkeit des von einer Spule erzeugten Magnetfeldes als Elektronenlinse. Diese Ent-
deckung fiihrte Anfang der dreifiger Jahre zum Bau der ersten Elektronenmikroskope
(Ruska 1987). Das grundlegende Konzept gilt auch fiir moderne Elektronenmikrosko-
pe (Abb. . Die Quelle emittiert Elektronen mittels eines Hochspannungsfeldes im
Hochvakuum. Als Elektronenquelle dienen thermische Wolfram- und LaBg-Kathoden
oder auch Feldemissionsquellen (FEG). Im Rahmen dieser Arbeit kamen ausschlief-

lich FEGs zum Einsatz, die auf Grund der hoheren 6rtlichen und zeitlichen Kohérenz
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Abbildung 2.2: Schematischer Aufbau einer Feldemissionsquelle A | (www.sem.com) und einer CCD-
Kamera B (Schweikert 2004]).

der erzeugten Elektronen eine potentiell bessere Auflésung erzielen. Eine FEG besteht
aus einer Wolframspitze als Kathode und zwei nacheinander angeordneten Anoden
(Abb. [2.2] A). Da die Spitze einen sehr kleinen Radius hat, entsteht ein sehr starkes

elektrisches Feld, wodurch Elektronen aus der Kathode tunneln.

Der so erzeugte Elektronenstrahl wird durch die beiden Kondensorlinsen C1 und
C2 idealerweise parallel auf das Préparat gelenkt. Durch die Wechselwirkung mit
dem Préparat wird ein Teil der Elektronen gestreut und durch eine Objektivlinse
zur Interferenz mit dem Primé&rstrahl gebracht. Liegt der Streuwinkel auferhalb der
darunterliegenden Objektivapertur, tragen sie nicht weiter zur Bildentstehung durch
Phasenkontrast bei (siehe Kapitel 2.2.2). Das so erzeugte Zwischenbild wird durch
das Projektivlinsensystem weiter vergrofert und kann auf einem Fluoreszenzschirm

betrachtet werden.

Alternativ kann das Bild entweder direkt oder durch einen unterhalb der Mi-
kroskopsdule angebrachten Energiefilter (post column energy filter) auf eine CCD-
Kamera (charged coupled device) iibertragen werden. Der Energiefilter spaltet den
Elektronenstrahl mit Hilfe eines magnetischen Prismas spektral auf. Eine dahin-
ter angeordnete Blende erlaubt nur die Passage von Elektronen eines ausgewihlten
Energieintervalls. Im sogenannten zero loss-Modus werden die Elektronen aus dem
Energiebereich des Primérstrahls auf die CCD-Kamera abgebildet (typischerweise

mit einem Energieinterval von circa 10 eV). Eine solche Kamera ist prinzipiell aus
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einem Szintillator, einer doppelten Glasfaseroptik und einem CCD-Chip aufgebaut
(Abb. 2.2B). Der Szintillator besteht aus Gadoliniumoxisulfid und Phosphor. Hier
werden die Elektronen abgebremst und in Photonen umgewandelt, wobei es zu Streu-
prozessen kommt. Das so entstandene Licht wird durch die beiden, mit Immersionsdél
gekoppelten, Glasfaserbiindel auf den CCD-Chip geleitet. Dieser Chip besteht aus
Metalloxid-Halbleiter (MOS)-Kondensatoren und wandelt die auftreffenden Photo-

nen wiederum in eine Elektronensignal um, das letztendlich ausgelesen wird.

2.2.2 Bildentstehung

Phasenkontrast und Elektronenstreuung

Aufgrund der kleinen Wellenldnge der Elektronen arbeiten TEMs mit grofser Tiefen-
schérfe. Deshalb stellen die aufgenommenen Bilder im Wesentlichen Projektionen des
betrachteten Objektes dar (Lucic et al. 2005)). Die Art der Bildentstehung hingt vom
Probentyp ab. Bei den in dieser Arbeit verwendeten nicht schwermetallkontrastierten
Kryo-Priaparaten (Eis im Glaszustand) entsteht das Bild hauptsichlich durch Pha-
senkontrast. Bei diesem Mechanismus entsteht der Kontrast durch die Interferenz
der von der Probe gestreuten Strahlen mit dem Primérstrahl. Generell unterscheidet
man zwischen zwei Streuungsarten von Elektronen durch Wechselwirkungen mit dem
Préparat: elastische- und inelastische Streuung.

Bei der inelastischen Streuung kommt es zu einer Energielibertragung zwischen
dem einfallenden Elektron und den Atomkernen der Probe. Dabei treten unter an-
derem die Anregung von Schwingungen oder quasi-freien Elektronen sowie Element-
spezifische Ionisation auf. Fiir die Bildentstehung weitaus wichtiger ist die elastische
Streuung durch die Ablenkung von Elektronen im elektrischen Feld der Atome. Unter
Erhaltung von Energie und Impuls kommt es zur Richtungsidnderung und einer ver-
nachléssigbar geringen Phasenverschiebung. Der Streuwinkel der einzelnen Elektronen
ist direkt proportional zur Frequenz. Aus diesem Grund limitiert die Objektivblende
die Auflésung, funktioniert also als physikalischer Tiefpassfilter. Der Streuwinkel ist
beim Hauptanteil der inelastisch gestreuten Elektronen kleiner als bei der elastischen
Strenung. Bei den in dieser Arbeit angewendeten Vergrokerungen ist die Offnung der

Objektivblende jedoch so grof, dafs nur wenige der elastisch gestreuten Elektronen
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Abbildung 2.3: Darstellung der Abhingigkeit der CTF von der Kohdrenz und Beschleunigungs-
spannung der Leuchtquelle. Die hohere Kohérenz einer FEG bedingt ein besseres
Dampfungsverhalten. Die Defokuswerte wurden so gewahlt, daft die erste Nullstelle
der CTF bei (3 nm)~! auftritt (Lucic et al. 2005).

entfernt werden.

Die oben ausgefiihrte Theorie beruht auf der Annahme der Einfachstreuung. Mit
zunehmender Probendicke erhoht sich jedoch die Wahrscheinlichkeit fiir multiple
Streuereignisse. Dies hat im Wesentlichen zwei Konsequenzen: eine Energieiibertra-
gung zwischen dem einfallenden Elektron und der Probe durch inelastische Streuung
wird wahrscheinlicher und die Streuwinkel werden grofser. Deshalb ist in der Praxis,
vor allem bei den in dieser Arbeit betrachteten, relativ dicken Proben, der Einsatz

von Objektivblende und Energiefilter durchaus sinnvoll (Grimm 1998)).

Fokus und Kontrasttransferfunktion

Das aufgenommene Bild ist nicht direkt dquivalent mit der Projektion des elektrosta-
tischen Potentials der Probe, sondern héngt auch von der Kontrasttransferfunktion
(CTF, contrast transfer function) des verwendeten EMs ab. Die CTF kommt haupt-
sdchlich durch den Fokuswert sowie die Eigenschaften der Leuchtquelle und CCD-

Kamera zustande und beschreibt die Ubertragungseffizienz in Abhingigkeit von der
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Ortsfrequenz. Der Fokuswert beinflutt die Phasenverschiebung zwischen Primérstrahl
und gestreuten Elektronen sowie die Dampfung der CTF. Durch eine Verkleinerung
des Defokuswertes kommt es zu einer geringeren Dampfung sowie Verschiebung der
Nullstellen der CTF zu grofseren Frequenzen. Das Arbeiten bei kleinen Defokuswer-
ten ermoglicht also eine potentiell héhere Auflosung bei geringerem Kontrast. Der
Einfluf der Kohérenz und Beschleunigungsspannung der Leuchtquelle auf die CTF
ist in Abb. dargestellt. Die hohere Kohdrenz von FEG-Leuchtquellen bedingt ein
besseres Dampfungsverhalten und ermdglicht so das Arbeiten bei relativ grofsen De-
fokuswerten. Der so erzielte hohere Kontrast ist beim Betrachten der relativ dicken

Proben fiir zellulare ET von Vorteil.

2.3 Kryo-Elektronentomographie

Unter dem Begriff Tomographie werden verschiedene Verfahren zusammengefalst, mit
denen die rdumliche Struktur eines Objektes ermittelt werden kann. Tatsachlich wird
beim sogenannten serial sectioning, im urspriinglichen Sinne des griechischen Wortes
tomos, ein dreidimensionales Bild aus Schnitten erstellt. Im moderneren Sinne wird
der Begriff Tomographie im Zusammenhang mit dem von Radon entdeckten, nicht
invasiven Prinzip verwendet (Radon 1917)). Demnach kann die 3D Dichteverteilung
eines Objektes aus Projektionen, die aus unterschiedlichen Winkeln aufgenommen
wurden, rekonstruiert werden. Elektronenmikroskopische Bilder sind Projektionen der
betrachteten Probe (siehe Kapitel . Da das Praparat mit Hilfe eines drehbaren
Probenhalters gekippt werden kann, eignet sich Elektronenmikroskopie als tomogra-

phische Methode.

2.3.1 Dosisverteilung und Strahlenschiden

Bei der inelastischen Wechselwirkung von beleuchtenden Elektronen mit der Pro-
be kommt es zur Bildung von Radikalen. Folglich wird das Priaparat durch radika-
lische Reaktionen beschidigt. Dies wird durch Blasenbildung im Eis und im Tra-

gerfilm offensichtlich (Heide und Zeitler 1985). Die Sensitivitit einer biologischen



KAPITEL 2. HINTERGRUND 27

Probe fiir Sekundéarreaktionen héngt wesentlich von ihrer chemischen Zusammen-
setzung, insbesondere der Fahigkeit radikalische Elektronen zu delokalisieren ab. Da
die Sekundérreaktionen unter anderem von der Molekiildiffusion abhéngen, kann der
Strahlschaden durch Kiihlung eingeschrinkt werden. Letztendlich bestimmt die zu
erzielende Auflosung die tolerierbare Elektronendosis der Probe. Deshalb wird in der
Praxis bei Verfahren die auf hochste Auflésung abzielen, wie Elektronenkristallogra-
phie oder Einzelpartikel-Analyse, eine wesentlich geringere Elektronendosis verwen-
det als bei tomographischen Anwendungen. Fiir Proteinkomplexe wurde eine FElek-
tronendosis von bis zu 10 eA~2 vorgeschlagen (Henderson 1995), wihrend bei Kryo-
Elektronentomographie 50-100 eA~2 tolerierbar sind. Der Informationsgehalt eines
Tomogrammes hdngt nicht nur von der Elektronendosis sondern auch vom SNR ab.
Die Signalstiarke des Tomogrammes ist genauso grof wie die einer Einzelprojektion
gleicher Dosis. Deshalb kann die Elektronendosis theoretisch auf beliebig viele Projek-
tionen verteilt werden (Hegerl und Hoppe 1976; McEwen et al. 1995), was praktisch

allerdings den Aufwand bei der Aufnahme und Bearbeitung von Daten erhdht.

2.3.2 Automatisierte Datenaufnahme

Bei der Aufnahme der einzelnen Projektionen eines Tomogrammes, miissen auf Grund
von Ungenauigkeiten des Probenhalters, bestimmte Abweichungen nach dem Kip-
pen der Probe korrigiert werden. Das betrifft insbesondere die Auswanderung der
Probe und den Fokuswert. Gegebenenfalls muft auch die Position der Blende des
Energiefilters angepaft werden. Die automatisierte Datensammlung erleichtert und
beschleunigt die Aufnahme von Projektionen und macht das Arbeiten unter low do-
se-Bedingungen moglich (Dierksen et al. 1993; Dierksen et al. 1992; Koster et al. 1997;
Grimm 1998)). Die Datenaufnahme erfolgt dabei in drei Schritten:

1. Autofocus. Auf der Basis zweier Bilder mit unterschiedlicher Strahlkippung wird
die Auswanderung der Probe zwischen zwei aufeinander folgenden Kippwinkeln
beziiglich der z-Achse korrigiert und der vorgegebene Defokuswert neu einge-

stellt (Koster et al. 1989; Ziese et al. 2003)).
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2. Tracking. Nach der Aufnahme eines Bildes mit niedriger Elektronendosis wird
mittels Kreuzkorrelation mit dem vorherigen Bild die laterale Auswanderung

bestimmt und korrigiert.

3. Exposure. In diesem letzten Schritt wird die eigentliche Projektion aufgenom-

men.

Durch die Verschiebung der Position des Autofocus und Tracking Schrittes entlang
der Kippachse vom Probenort weg, kann eine dramatische Dosiseinsparung vorge-
nommen werden. Die Auswanderung der Probe in Abhéngigkeit vom Kippwinkel ist
bei modernen Probenhaltern, wie zum Beispiel bei dem verwendeten FEI Polara,
sehr reproduzierbar und kann kalibriert werden. Mit dem resultierenden Vorhersage-
modell kann die Haufigkeit des Autofocus und Tracking Schrittes reduziert und so
eine wesentliche Zeitersparnis erzielt werden. Ein weiterer Zeitfaktor ist die Ausle-
segeschwindigkeit der CCD-Kamera. Deshalb wird in der Praxis im Autofocus- und
Tracking-Modus die CCD-Kamera nicht vollstindig ausgelesen, also eine geringere
Abtastung verwendet als im Fxposure-Modus.

Idealerweise verteilt sich die Elektronendosis gleichmékbig {iber alle Projektionen.
Die Dicke der Probe éndert sich jedoch als Funktion des Kippwinkels. Aus diesem
Grund kann die Belichtungszeit im FEzposure-Modus automatisch angepafst werden
(zum Beispiel mit 1/cos a). Die priizise Anderung hingt jedoch von der individuellen
Form und Dicke der Probe ab und lafst sich schwer vorhersagen. Deswegen kénnen
neuere Software-Pakete, wie TEM-Tomography von FEI, die Belichtungszeit indivi-

duell auf der Basis des vorherigen Bildes anpassen.

2.4 Dreidimensionale Rekonstruktion

Die bei 3D-EM angewendeten Rekonstruktionsverfahren basieren auf dem Projektions-
theorem. Demnach entspricht die 2D Fouriertransformierte der Projektion eines Ob-
jektes einem zentralen Schnitt durch seine 3D Fouriertransformierte, wobei der Pro-
jektionswinkel dem Schnittwinkel entspricht. Dieses Prinzip wurde zuerst von de Ro-

sier und Klug sowie Hart umgesetzt (DeRosier und Klug 1968; Hart 1968; Klug 1982)).
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Abbildung 2.4: Das Prinzip der Tomographie. Es werden Projektionen des Praparates mit Hilfe
eines drehbaren Probenhalters aus unterschiedlichen Winkeln aufgenommen. Die 3D
Rekonstruktion erfolgt durch die Riickprojektion in ein gemeinsames Rekonstruk-
tionsvolumen (Lucic et al. 2005).

Aufgrund der komplizierten Interpolation im Fourierraum werden moderne Rekon-

struktionsverfahren fiir ET jedoch im Realraum durchgefiihrt (siehe unten).

2.4.1 Tomographische Rekonstruktion

Alignierung der Projektionen

Um fiir Verschiebungen des tomographierten Objektes in den einzelnen Projektionen
zu kompensieren, miissen diese vor der eigentlichen Rekonstruktion aufeinander ali-
gniert werden. Hierfiir existieren zwei verbreitete Methoden: Alignierng mittels Kreuz-
korrelation oder Markerpunkten (Lucic et al. 2005). Die Kreuzkorrelationsmethode
ist relativ rauschempfindlich und erfordert Kenntnisse iiber die Lage der Kippachse
und gegebenenfalls auch die Form des Objektes. Deshalb wurde in dieser Arbeit fast
ausschlieflich die Alignierung mittels Markerpunkten durchgefithrt. Dabei wird die
Position der Markerpunkte in allen Projektionen bestimmt. Auf der Basis dieser In-
formation wird ein Alignierungsmodell berechnet und der Fehler als Funktion der

lateralen Translation und dem Winkel der Kippachse minimiert (Lawrence 1992)).
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Abbildung 2.5: Das sampling-Problem im Fourierraum. Die Projektion eines Objektes der Dicke d
entspricht einem zentralen Schnitt der Dicke 1/d im Fourierraum. Die dreidimensio-
nale Information iiber die Probe ist aufterhalb des missing wedge nur bis zur Frequenz
k. homogen (Lucic et al. 2005).

weighted backprojection-Methode

Die so alignierten Projektionen kdnnen mit mehreren unterschiedlichen Algorithmen
zur Rekonstruktion verwendet werden (Frank 1992). Im Rahmen dieser Arbeit wurde
ausschlieklich die weighted backprojection-Methode angewendet. Bei diesem Verfah-
ren werden die alignierten Projektionen in ein gemeinsames Volumen zuriickproji-
ziert. Ein generelles Problem stellt die ungleichmifige Abtastung im Fourierraum
dar (Abb. 2.5). In Abhéngigkeit von der Schnitthéhe d der einzelnen Projektionen
im 3D Fourierraum, kommt es zur Uberlappung tieffrequenter Information innerhalb
des sogenannten Crowther-Kriteriums k.. Die Strukturfaktoren des Objekts werden
bis zur Frequenz k. homogen aufgenommen, die dariiber hinaus gehende Information
ist unvollstdndig. Deshalb miissen die Projektionen vor der Rekonstruktion gewich-
tet werden. Hierfiir existieren zwei Verfahren, die beide im Fourierraum arbeiten.
Beim analytischen Verfahren wird eine Funktion direkt proportional zur Frequenz im
rechten Winkel zur Kippachse fiir die Gewichtung verwendet. Das exakte Verfahren

beriicksichtigt die tatséichliche Dicke des Priaparates (Harauz und van Heel 1986).
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missing wedge-Problem

Der maximale Kippwinkel der Probe im Mikroskop wird durch den Kopf des Pro-
benhalters beschrinkt. Derzeit erhéltliche Kryo-Probenhalter von Gatan oder FEI
erreichen bis zu £ 70 °, weshalb in einem bestimmten Winkelbereich keine Pro-
jektionen aufgenommen werden kénnen. Aus diesem Grund kann die Probe im 3D
Fourierraum in einem keilférmigen Bereich entlang der z-Achse (missing wedge) nicht
abgetastet werden (Abb. [2.5)). Die in den Realraum zuriicktransformierte Dichtever-
teilung ist deshalb nicht isotrop, d.h. die Auflosung nicht gleichférmig beziiglich aller
rdumlichen Richtungen. Entlang der z-Achse elongierte Dichten kénnen nur verzerrt

abgebildet werden.

2.4.2 Einzelpartikel-Rekonstruktion
Klassische Einzelpartikel- Analyse

Bei der Einzelpartikel-Analyse gereinigter Proteine oder Proteinkomplexe wird dieses
Problem umgangen. Hierbei werden Proben verwendet, die eine zufallige Orientie-
rung in der auf den Trégerfilm aufgebrachten wissrigen Losung annehmen. Deshalb
konnen Projektionen entlang aller rdumlichen Richtungen der Probe aufgenommen
werden ohne diese zu kippen. Die Bilder der Einzelpartikel werden aligniert und meist
mittels Eigenvektor-Analyse klassifiziert. Die rdumliche Orientierung der Partikel in
den einzelnen Klassen wird dann im sogenannten common lines-Verfahren bestimmt:
Zwei beliebige 2D Projektionen eines 3D Objektes haben eine gemeinsame eindimen-
sionale Linie, aus deren Lage die Orientierung des projizierten Objektes bestimmt
werden kann. Fiir ein asymmetrisches Objekt werden hierfiir mindestens drei unter-
schiedliche Projektionen bendétigt. Die Genauigkeit der Winkelbestimmung wird am
Ende iterativ verfeinert (van Heel et al. 2000)).

Natiirlich ist dieses Verfahren auf Proben beschrinkt, die in einer Vielzahl iden-
tischer Kopien erzeugt werden kénnen. Eine Anwendung auf komplexere Systeme wie
bei ET ist nicht moéglich. Dennoch birgt es noch eine weitere Einschrankung in sich. Es
kann nicht bei Einzelpartikeln angewendet werden, die eine bevorzugte Orientierung

annehmen. Dies war jedoch bei gereinigten NPCs, speziell unter Kryo-Bedingungen,
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bisher immer der Fall (Unwin und Milligan 1982; Hinshaw et al. 1992; Akey und
Radermacher 1993; [Yang et al. 1998; Stoftler et al. 2003)).

Random conical tilt-Methode

Die bisherigen 3D-Strukturen vom NPC wurden oftmals mit der random conical tilt-
Methode erstellt (Akey und Radermacher 1993; Yang et al. 1998). Bei dieser Methode
wird die Probe nicht nur gekippt sondern auch (zufllig) gedreht. Verglichen mit dem
bei tomographischen Verfahren derzeit iiblichen Kippen um nur eine Achse, ergibt
sich ein kleinerer nicht abgetasteter Bereich im 3D Fourierraum (Abb. [2.6). Dieser
Vorteil macht sich beim NPC auf Grund seiner Rotationssymmetrie beziiglich der
z-Achse jedoch kaum bemerkbar. Der nicht abgetasteter Bereich in der resultierenden

Struktur hat in beiden Fallen eine konische Form.
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Abbildung 2.6: Gegeniiberstellung der Geometrie der Datensammlung beim Kippen um eine Achse
und dem konischen Kippen. Der nicht abgetastete Bereich im 3D Fourierraum hat

eine konische- beziehungsweise eine Keilform (Frank 1992]).



3. Materialien und Methoden

3.1 Standardmethoden

Die Konzentration von Proteinen und DNA wurde mittels UV-VIS-Spektroskopie an
einem Lambda 40-Photometer (Perkin Elmer) bestimmt. Die Trennung von Prote-
inen nach ihrem Molekulargewicht wurde mittels SDS-PAGE (sodium dodecyl sulfate-
polyacrylamid electrophoresis) durchgefithrt (Laemmli 1970). Die Vermehrung und
Reinigung bakterieller Plasmide erfolgte nach dem Prinzip der alkalischen Lyse un-
ter Einsatz eines MiniPrep-Kits (Qiagen). Die analytische und préparative Trennung
von DNA nach der Grofse wurde mit Agarosegelelektrophorese, wie von Miihlhardt
beschrieben (Miilhardt 2000)), durchgefiihrt.

3.2 Proteinreinigung

Die Expressionsvektoren fiir Importin o und § wurden freundlicherweise von Ian Mat-
taj (EMBL, Heidelberg) und fiir NLS-2xGFP von Siegfried Musser (University System
Health Science Center, USA) zur Verfiigung gestellt. Die Proteine Ran, RanQ69L
und FITC-BSA-NLS (Fluorescein isothiocyanate-bovine serum albumin-NLS) wur-
den freundlicherweise von Frauke Melchior (Universitit Gottingen) zur Verfiigung
gestellt. Thermoplasma-Proteasom wurde freundlicherweise von Karin Felderer (MPI
fiir Biochemie) zur Verfiigung gestellt. Alle FPLC-Reinigungsschritte (fast protein
liquid chromatography) wurden an einem AKTA explorer (Amersham Biosciences)

durchgefiihrt.

34
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3.2.1 Importin «

Die Reinigung von rekombinantem humanen Importin « erfolgte wie in Gorlich et
al. beschrieben (Gorlich et al. 1994; Gorlich et al. 1995)), mit den folgenden Modi-
fikationen. Der Expressionsvektor wurde zusammen mit pRIL (Stratagene, seltene
transfer-RNAs fiir Arginin, Isoleucin und Leucin) in E. coli-Zellen kotransformiert.
Die Elution von 20 ml Ni-NTA (Nickel-Nitrilo-Triessigsdure-Granulat, Qiagen) er-
folgte mit einem Gradienten von 0-500 mM Imidazol (Merck). Das Eluat wurde in
20 mM HEPES (Biomol), 200 mM NaCl (Merck), 8,7 % Glycerol (Merck), 2 mM
[B-Mercaptoethanol (Sigma) mit einer 180 ml S200 (Pharmacia) Saule gelfiltriert, mit
NanoSep-Membranen (Pall Filtron) konzentriert, aliquotiert und in Ny(;y schockgefro-

remn.

3.2.2 Importin 3

Die Reinigung von rekombinantem Xenopus-Importin $ wurde analog zu Importin «

durchgefiihrt (siehe oben).

3.2.3 NLS-2xGFP

Die Reinigung von rekombinantem NLS-2xGFP Fusionsprotein erfolgte wie in Yang
et al. beschrieben (Yang et al. 2004)), mit folgenden Verdnderungen: Die Expression
erfolgte in BL21-RIL-Zellen (Stratagene) bei 37 °C. Das Eluat von der Ni-NTA wurde
direkt mit der S200-Saule gelfiltriert.

3.2.4 Hefeproteasom

Die Reinigung von Proteasomen aus Hefe erfolgte wie von Groll et al. beschrieben
(Groll et al. 1997)), mit den folgenden Modifikationen: 200 g handelsiibliche Béckerhe-
fe (Wieninger) wurde iiber Nacht bei 4 °C in Aufschlufpuffer mit yeast lytic enzyme
(ICN Biochemicals) verdaut und mittels French press (American Instruments Com-

pany) aufgeschlossen.
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P Abbildung 3.1: Eine der méglichen Struktu-
ren von Gerbsaure (tannic acid,

@7 C76H52046). Aus NIST Che-
>>: mistry Webook.
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3.3 Proteinmarkierung

3.3.1 FITC-Markierung

Die FITC-Markierung von Hefe- und Thermoplasma-Proteasom wurde wie in Wang
et al. , die von BSA wie von Melchior beschrieben, durchgefiihrt (Wang et al. 1997;
Melchior 1998)). Die Markierungseffizienz wurde spektroskopisch bestimmt und lag
bei ungefihr 12:1 fiir FITC-Proteasom und 30:1 fiir FITC-BSA. Hierzu wurde die
Absorption des markierten Proteins bei 280 und 495 nm nach Lambert-Beer aus-
gewertet (FITC-Extinktionskoeffizient bei 495 nm: 68000 cm™'M~!: Proteasom bei
280 nm: etwa 1 cm™'M™1).

3.3.2 Gold-Konjugation von Proteinen
Herstellung von kolloidalem Gold

Die Herstellung von 5 nm kolloidalem Gold wurde nach Slot und Geuze (Slot und
Geuze 1985), jedoch mit einigen Modifikationen durchgefiithrt: 80 ml 0.012 %ige,
wassrige NaAuCly-Losung (Sigma) und 20 ml 0.05 %iger Gerbsdure (je nach Liefe-
rant im Wesentlichen tannic acid (Abb. B.1)), J.T.Baker, besser Mallinckrodt), 0.2 %
Natriumzitrat-Dihydrat (Merck), wurden auf 60 °C erhitzt und unter heftigem Riihren
schnell gemischt. Die Goldkolloide bilden sich binnen Sekunden, eine anschliefsende

Reinigung ist nicht erforderlich.
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| GréBe (nm) | [Gerbséure] (% w/v) |

3.5 0.25

4.0 0.125
5.0 0.05

6.0 0.025
7.5 0.012
9.5 0.005
10.0 0.004
11.5 0.0025
14.0 0.0012

Tabelle 3.1: Abhéngigkeit der Grofe des entstehenden kolloidalen Goldes von der Gerbsdurekonzen-
tration (Slot und Geuze 1985)). Die angegebenen Konzentrationen beziehen sich auf ein
Volumen von 20 ml vor dem Mischen mit 80 ml NaAuCly-Losung. Die Effizienz der
Reaktion hingt stark von der Praparation der Gerbsdure ab und kann je nach Lieferant
variieren.

Konjugation von kolloidalem Gold mit Proteinen

Der pH-Wert von frisch hergestellten kolloidalem Gold wurde mit 0,1 N Natronlauge
und pH-Testpapier (Neutralit, Merck) auf circa 8,0 eingestellt. Die Bestimmung der
zur Konjugation erforderlichen Proteinkonzentration erfolgte mit Zsigmondy’s Test
(Zsigmondy 1925} Zsigmondy 1926). In mehrere 1 ml Aliquote kolloidaler Goldsus-
pension wurde das gewiinschte Protein in Konzentrationen von 0.1-10 ug/ml hinzuge-
geben und 1 Stunde bei Raumtemperatur inkubiert (Negativkontrolle: kein Protein,
Positivkontrolle: hohe BSA-Konzentration, etwa 1 mg/ml). Danach wurde in alle Al-
liquote 10 pul 1 M NaCl zugegeben. Ist die Oberfliche des Goldes durch ausreichend
Protein geschiitzt, bleibt die Farbe der Losung gleich. Bei zu geringer Proteinkon-
zentration wird kolloidales Gold nach der Zugabe des Salzes in einer Redoxreaktion

zerstort, aggregiert und sinkt ab, die Losung wird dunkler.

Die Reaktion mit der richtigen Proteinkonzentration wurde nun im gréferen Maf-
stab wiederholt und iiber Nacht bei 4 °C inkubiert. Danach wurde das Konjugat kon-
zentriert und durch Waschen in den gewiinschten Puffer iiberfiihrt. Die Losung wurde
hierzu zentrifugiert, der Uberstand abgenommen und das flauschige, leicht zerstérbare

Pellet mit Puffer verdiinnt. Die passende Zeit und Geschwindigkeit der Zentrifugation
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hangt stark von der Goldgrofe und Konzentration ab und wurde individuell empi-
risch ermittelt. Fiir 5 nm Gold eignen sich normalerweise drei Schritte mit 40 min bei
21000xg, fiir 15 nm Gold zwei Schritte mit 5 min bei 10000xg. Um die Goldoberfliche
vollstdndig zu schiitzen wurde dem Pellet direkt nach der Zentrifugation BSA in ho-
her Konzentration zugesetzt. Gold-konjugierte Proteine sind bei 4 °C normalerweise
1-2 Wochen haltbar und kénnen nicht eingefroren werden.

15 nm Goldpartikel zum Alignment von Tomogrammen wurden wie oben beschrie-
ben, jedoch mit 0.0012 %iger Gerbsdure hergestellt und direkt eingesetzt oder mit

BSA geschiitzt, in Probenpuffer iiberfiihrt und auf die urspriingliche Konzentration

verdiinnt (Tab. [B.1)).

3.4 Zellkultur

3.4.1 E. colz

Die Kultivierung von E. coli wurde wie in [The QIA expressionist beschrieben durch-
gefithrt (Qiagen 2003).

Transformation

Die Transformation bakterieller Plasmide in chemisch kompetente E.coli-Zellen und
Selektion auf Agar-Platten wurde mit Ultracompetent cells (Stratagene) nach Her-

stellerangaben durchgefiihrt.

3.4.2 HelLa-Zellen

Die Kultivierung von HelLa-Zellen in Suspension erfolgte wie von Melchior beschrieben
(Melchior 1998). Der HeLa-Stamm CSH (cold spring harbor) wurde freundlicherweise
von Frauke Melchior (Universitat Gottingen) zur Verfiigung gestellt.

3.4.3 D:ictyostelium discoideum

Die Kultivierung von D. discoideum des Stamms AX2 erfolgte in AX-Medium. Hier-
zu wurden 14,3 g Peptone (Difco), 7,15 g Hefeextrakt (Difco), 18 g Glukose (Merck),


http://www1.qiagen.com/literature/handbooks/PDF/Protein/Expression/QXP_QIAexpressionist/1024473_QXPHB_0603.pdf
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0,62 g NaoHPO,4 (Merck) und 0,49 g KoHPO,4 (Merck) mit 1 Liter deionisiertem Was-
ser aufgefiillt und autoklaviert (Graf 2001). Adhérente Kulturen wurden mit 10 ml
Medium in Petri-Schalen (Falcon) und Schiittelkulturen in 30 ml Medium in 100 ml
Erlenmeyerkolben bei Raumtemperatur und konstanter Lichteinstrahlung (gegebe-
nenfalls bei 180 rpm) angezogen. Die Kultivierung des vegetativen Zellstadiums ist
in Suspension bei einer Zelldichte von 1*10* bis 2*¥10° ml~' moglich. Bei hoheren
Zelldichten kommt es zur Zelldifferenzierung in das slug-Stadium. Das entsprechende
Volumen zum Animpfen mit einer Vorkultur bei gewiinschter Kultivierungszeit wurde
mit folgender Formel berechnet:

Z*VK

="K
ZVK*2n

(3.1)

Hierbei ist V das benétigte Volumen aus der Vorkultur, Z die gewiinschte Zelldich-
te nach n Generationszeiten, Vg das Kulturvolumen und Zy g die Zelldichte der
Vorkultur. Eine Generationszeit betrigt beim AX2-Stamm unter den beschriebenen
Bedingungen acht Stunden. Zelldichten wurden mit einer Zihlkammer (Neubauer)

bestimmt.

3.5 Anreicherung von Zellkernen

3.5.1 Anreicherung fiir Elektronenmikroskopie

Alle Schritte erfolgten auf Eis oder unter Kiihlung bei 4 °C . 100 ml D. discoi-
deum-Schiittelkultur mit einer Zelldichte von maximal 2,5%¥10° ml~! wurden in 50
ml eiskaltem Phosphatpuffer gewaschen (siehe Kapitel , erneut zentrifugiert
und das Pellet mit modifiziertem, eiskaltem Nati’s Puffer (50 mM Tris pH 7.6, 25
mM KCI, 5 mM MgCly, 50 mM Saccharose, 1 mM Dithioeritol (alle von Merck) und
Proteaseinhibitorcocktail (Roche) zu einer Zelldichte von 1*10® ml™! resuspendiert
(circa 1.5-3 ml). Das Einstellen der korrekten Zelldichte ist essentiell, um eine aus-
reichende Aufschlufeffizienz zu erreichen, wobei die Organellen intakt bleiben und
zytoplasmatische Proteine in ausreichender Konzentration freigesetzt werden. Zum
Zellaufschluf wurde die Zellsuspension mit einer Spritze zweimal langsam durch zwei

tibereinander liegende Polykarbonatfilter (Nuclepore Track-Etch-Membrane, 37 mm,
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5 pm Porengrofe) gedriickt und auf Eis gestellt. Die Qualitit des Zellaufschlusses wur-
de lichtmikroskopisch untersucht (100x Vergrokerung, im Phasenkontrast). Zellkerne
sollten rund und intakt also nicht geschrumpft sein und im Phasenkontrast deutlich
sichtbare, dunkel erscheinende Kernkorperchen an der Oberfliche haben. Enthélt das
Lysat viele intakte Zellen, konnen diese groftenteils durch Zentrifugieren entfernt
werden (1-2 min, 50xg). Allerdings kann die Konzentration zytoplasmatischer Prote-
ine dann zu gering fiir import assays sein. Zur Anreicherung wurden 200 ul Lysat in
einer Tischzentrifuge (Eppendorf) 5 min bei 500xg zentrifugiert und in 600 ul Nati’s
Puffer gewaschen. Dieser Schritt wurde zweimal wiederholt und das Pellet des dritten
Zentrifugates zunachst in 200 pl Nati’s Puffer aufgenommen. Zur Einstellung der rich-
tigen Dichte der angereicherten Zellkernsuspension fiir die folgende Kryo-Priparation,
wurden 5 pl auf ein Deckglidschen pipettiert und im Lichtmikroskop betrachtet. Die
Suspension muss zunéchst 5 min erschiitterungsfrei inkubiert werden, damit Zellker-
ne und kontaminierende intakte Zellen absinken (letztere sinken schneller ab). Die
Dichte wurde dann subjektiv beurteilt, normalerweise ist eine Verdiinnung von 1:2

bis 1:4 vor der Kryo-Priparation notwendig.

Die Praparation von HeL.a-Zellkernen wurde in Anlehnung an das oben beschriebe-
ne Protokoll durchgefiihrt. Diese Methode hat gegeniiber klassischen Verfahren den
Vorteil, dafs das bei Saugerzellkultur und Geweben {ibliche Anschwellen der Zellen
unter Niedrigsalzbedingungen vor dem Homogenisieren durch douncing, umgangen
wird (Melchior 1998; Berrios 1997). Unter diesen Bedingungen ist der NE durchaus
physikalischem Stress ausgesetzt. HeLa-Zellen wurden in PBS gewaschen und 400 ul
Zellpellet in 5 ml PBS, 20 mM Saccharose und Proteaseinhibitoren aufgenommen und
einmal durch zwei iibereinander liegende Polykarbonatfilter gedriickt. Die erhaltene
Suspension enthielt Zellkerne in akzeptabler Ausbeute und Integritit und wurde nach

vierfacher Verdiinnung direkt zur Kryo-Priparation verwendet.

3.5.2 Reinigung zur Homogenitat fiir Biochemie

Die Reinheit der oben beschriebenen angereicherten D. discoideum-Zellkern-Fraktion

(Kapitel [3.5.1)) reicht fiir ET aus und wurde in einem milden Verfahren gewonnen.
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Fiir biochemische Zwecke wurden die Zellkerne zur Homogenitit gereinigt. Da nie-
dere Eukaryonten nicht iiber ein stabilisierendes Kernskelett aus Laminen verfiigen,
wiirden ihre Zellkerne auf einem Dichtegradienten zerplatzen. Deshalb wurden D.
discoideum-Kerne zundchst mit einer cushion-Losung an die hohere Viskositit adap-
tiert. In einem 2 ml Reaktionsgefift (Eppendorf) wurde 1 ml Nati’s, 1 M Saccharose
(cushion-Losung) vorsichtig mit 1 ml Zellaufschluf (siehe Kapitel iiberschich-
tet und 10 min bei 4000xg zentrifugiert. Das Pellet wurde in 1 ml cushion-Losung
resuspendiert, in einem weiteren 2 ml Reaktionsgefaft sorgfaltig auf 1 ml Nati’s, 2 M
Saccharose gegeben und 10 min bei 21000xg zentrifugiert. Das entstehende Pellet
wurde in 200 pl Nati’s, 2 M Saccharose aufgenommen und enthélt Zellkerne in hoch-
ster Reinheit. Diese Suspension kann in Ny schockgefroren und bei -80 °C gelagert

werden.

3.6 Import assays

Import assays stellen eine einfache und elegante Methode dar, um die Transportak-
tivitdt intakter oder digitonisierter Zellen, sowie auch isolierter Zellkerne zu verifi-
zieren (siehe Kapitel . Dabei wird ein fluoreszenzmarkiertes Substratprotein mit
der Probe inkubiert und die Anreicherung des Signals im Zellkern in Abhéngigkeit
von der Zeit beobachtet. Die import assays mit digitonisierten HeLa-Zellen sowie
HeLa-Zellkernen wurden wie von Melchior (Melchior 1998)) beschrieben durchgefiihrt.

Die import assays mit isolierten D. discoideum-Kernen wurden in Anlehnung an
dieses Protokoll entwickelt. Zur Herstellung des zytoplasmatischen Uberstandes wur-
de 1 ml Zellaufschlufs (siehe Kapitel 10 min bei 21000xg zentrifugiert und das
Pellet verworfen. Fiir die Transportreaktionen wurden 30 ul Zellaufschluf (oder ein
Pellet angereicherter Zellkerne, resuspendiert in zytoplasmatischem Uberstand) ver-
wendet. Es wurden 50 pg/ml Substratprotein (FITC-BSA-NLS oder NLS-2xGFP)
und ein Energie-regenerierendes System (1,5 mM ATP (Adenosin-5’-Triphosphat),
5 mM Kreatinphosphat, 35 U/ml Keratinphosphatkinase, alle Sigma) zu einem to-
talen Volumen von 32 pul zugegeben und 15 min im Dunkeln auf Eis inkubiert. Die
Energieabhéngigkeit wurde durch das Weglassen des regenerierenden Systems und

auch durch Zugabe von 100 U/ml Apyrase (Sigma), beziehungsweise unterschiedlicher
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Konzentrationen GMP-PNP (5’-Guanylylimidodiphosphat, Sigma), gezeigt. Die Ab-
héngigkeit von NLS wurde mit hohen Konzentrationen FITC-BSA (375 pug/ml) be-
wiesen. Zur Demonstration der Abhéngigkeit von zytoplasmatischen Proteinen (Ran,
NTF2, Importin o und 3) wurden Pellets mit angereicherten Zellkernen in Puffer an-
stelle von zytoplasmatischem Uberstand resuspendiert. Bei zeitlichen Experimenten
wurde die Inkubationszeit von 1 min bis 1 h variiert und die Lichtmikroskopiebil-
der quantitativ ausgewertet. Dazu wurde die Fluoreszenz der individuellen Zellkerne

gegen die Hintergrund-Fluoreszenz korrigiert und statistisch ausgewertet.

Import assays mit goldmarkiertem NLS-2xGFP oder RanQ69L wurden wie oben
beschrieben, direkt im Lysat mit den gleichen Proteinkonzentrationen durchgefiihrt.
Die Reaktion wurde nach etwa 15 min, bedingt durch die Anreicherungsprozedur
(Kapitel , durch Waschen mit Puffer gestoppt. Das Waschen und Abstoppen
der Reaktion ist notwendig, weil in Gegenwart des zytoplasmatischen Uberstandes
eine relativ hohe Hintergrundkonzentration von Proteinen und Vesikeln die Datenauf-
nahme stort. Beim Waschen werden alle fiir Interaktionen mit dem NPC notwendigen
Transportfaktoren und auch die Energie in From von freiem GTP plotzlich entfernt.
Dadurch wird das Andocken, die Freigabe und auch die Interaktion mit dem FxFG-
Netzwerk wahrend der eigentlichen Translokation, eingefroren. Es ist jedoch moglich,
dak sich ein Transportkomplex von einer Interaktionsstelle schwacher Affinitdt auch
nach dem Waschen weiter zu einer Interaktionsstelle hoherer Affinitdt bewegt. Be-

stimmte transiente Interaktionen sind also in diesem Experiment nicht sichtbar.

3.7 Lichtmikroskopie

Alle Bilder wurden bei einer Vergréferung von 100x im Phasenkontrast-Modus aufge-
nommen. Dabei wurden die folgenden Mikroskoptypen verwendet: Axioplan 2, Axio-

vert 10, Axiovert 200M und Axiovert 35 mit konfokaler Lasereinheit (alle Zeiss).
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3.8 Elektronenmikroskopie

3.8.1 Kryo-Priparation

Das Verfahren zur Kryo-Praparation von Zellkernen wurde zunichst wie in Beck et al.
beschrieben entwickelt (Beck et al. 2004), jedoch spéter weiter verfeinert: EM-grids
(200x200 Cu-mesh, 100 Holey Carbon Film R2/2, Quantifoil Micro Tools GmbH)
wurden durch eine Behandlung von 30 Sekunden Dauer mit einem Plasma-cleaner
(Harrick) hydrophilisiert und in Pinzetten eingespannt. 5 ul Zellkernsuspension wur-
de auf die Karbon-beschichtete Seite der EM-Grids pipettiert und 5 min bei Raum-
temperatur erschiitterungsfrei inkubiert, um die Zellkerne absinken zu lassen. Um die
Fliissigkeit-abziehende Kapillarwirkung der Pinzette wihrend der relativ langen In-
kubationszeit zu minimieren, kénnen vorher 5 ul Puffer zwischen die beiden Arme der
Pinzette pipettiert werden. Danach wurden 2 pul einer 15 nm Goldpartikelsuspension
zugegeben (zur spiteren Alignierung der Projektionen) und die Pinzette in die Ein-
schufsvorrichtung (Eigenbau Rudolf Gatz, MPI fiir Biochemie) eingespannt. Mit einem
Filterpapier (Watman) wurde die iiberschiissige Fliissigkeit, von der unbeschichteten
Seite der EM-grids aus, abgezogen (etwa 1-2 Sekunden) und der Einschukvorgang in
fliissiges Ethan ausgeldst. Die Proben wurden dann in Ny iiberfithrt und bis zur

Datenaufnahme gelagert.

3.8.2 Kryo-Elektronentomographie (Kryo-ET)

Alle Kryo-Elektronen-Tomogramme wurden an einem Phillips CM300 oder FEI Po-
lara aufgenommen. Beide Mikroskope waren mit einer FEG (betrieben bei 300 kV)
und einem post column energy filter mit CCD-Kamera (Gatan GIF 2002) ausgerii-
stet. Im Falle des Phillips CM300 wurde ein Kryo-Probenhalter von Gatan, im Falle
des FEI Polara ein Kryo-cartridge-System (FEI), verwendet. Die Proben wurden un-
ter Kiihlung mit fliissigem Stickstoff in den jeweiligen Probenhalter iiberfiithrt und
in das Mikroskop eingebaut. Alle Kippserien wurden typischerweise von -63 bis 63 °
und mit 1,5-2 °© Inkrement bei einem Defokuswert von 12-15 pym aufgenommen. Die
Pixelgrofen auf Probenebene bei gegebenem Defokuswert wurden mit Hilfe von Ka-

talasekristallen bestimmt und waren 0.82 nm am CM300, sowie 0.79 nm (vor dem
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20.12.2004) beziehungsweise 0.77 nm (nach dem 20.12.2004). Fiir die unterschiedli-
chen Pixelgrofsen erfolgte eine Korrektur wihrend der Alignierung von Einzelpartikeln
(sieche unten). Die theoretische Auflosungsgrenze fiir ein individuelles Tomogramm

war 4,9-5,5 nm (gegeben durch Defokuswert und die erste Nullstelle der CTF).

3.9 Bildbearbeitung

3.9.1 Rekonstruktion von Tomogrammen

Die Rekonstruktion von Tomogrammen erfolgte mittels der weighted backprojection
Methode im EM Software-System (Hegerl 1996). Die rekonstruierten Volumen mit
typischerweise 512x512x256 Voxels (420x420x210 nm?) entsprechen in ihrer Abtas-
tungsrate einem Viertel der aufgenommen Projektionen (2048x2048 Pixel). Alle 3D
Isosurface-Darstellungen wurden mit dem Amira Software Paket (TGS) erstellt. Um
das SNR des in Abb. gezeigten Volumens zu verbessern, wurde ein anisotroper
denoising-Algorithmus angewendet (Frangakis und Hegerl 2001)).

3.9.2 Datenverarbeitung von Einzelpartikeln

Zur Prozessierung von Einzelpartikel-Subtomogrammen kamen im wesentlichen Al-
gorithmen auf Basis der EM-, TOM- und av3 for TOM-Software-Pakete zum Ein-
satz (Hegerl 1996; Nickell et al. 2005; [Forster et al. 2005). Alle Prozeduren des
avs for TOM-Paketes wurden von Friedrich Forster entwickelt. Zur Einzelpartikel-
analyse von goldmarkierten Kernporen, sowie goldmarkierten und unmarkierten NPC-

Proteomeren wurden die Prozeduren des engager for TOM-Paketes entwickelt.

3D Alignierung und Mittelung von NPC-Einzelpartikeln

Dieser Teil der Arbeit wurde wie in Beck et al. und Férster et al. ausfiihrlich be-
schrieben durchgefiihrt (Beck et al. 2004; |Forster 2005; Forster et al. 2005)). In Kiirze:
Individuelle NPCs wurden mit Hilfe der Prozeduren tom picker.m beziehungsweise
em_ picker.inp manuell in den Tomogrammen lokalisiert, die entsprechenden Subvo-

lumen mit Einzelpartikeln von 64x64x64 Voxels ausgeschnitten, auf einen Mittelwert
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von 0 sowie einer Standardabweichung von 1 normalisiert und separat abgespeichert
(Voxelgrofe von circa 3,3 nm? auf Probenebene). Die Hiille der Zellkerne in den ein-
zelnen Tomogrammen wurde mit Hilfe des EM-Softwaresystems als Ellipsoid approxi-
miert. Aus dem resultierenden Modell und den Koordinaten der Einzelpartikel wurde
deren Normalenvektor bestimmt (Prozedur: av3 _ellipos2angle.m) und als initiale Ori-
entierung verwendet. Eine erste Referenz wurde durch manuelle Alignierung der Ro-
tation und Auswanderung der Einzelpartikel mit Hilfe der Prozeduren eva_angle.inp
und eva_shift.inp sowie anschliefsende Mittelung erhalten. Der néchste Schritt erfolg-
te iterativ: Die Prozedur av3 scan angles exact.m rotiert die Referenz in die an-
genommene Orientierung des Einzelpartikels und gewichtet vor der Kreuzkorrelation
mit einem kiinstlichen missing wedge bekannter Grofe (Parameter der Datensamm-
lung). Aufgrund der Intensitéit des Kreuzkorrelationspeaks kann die Orientierung des
Einzelpartikels optimiert werden, wihrend die Position des Peaks Auskunft iiber die
Auswanderung gibt. Die Konvergenz dieses Algorithmus wurde mit der Prozedur
av3d_motlanalyze.m {iberpriift. Zur Verbesserung des SNR wurden einzelne Partikel
auf Grund der Hohe ihres Kreuzkorrelationspeaks ausgeschlossen. Die Orientierung
eines Einzelpartikels wurde durch die Eulerschen Rotations- (¢), Nutations- (1) und
Prézessionswinkel (6) beschrieben. Dabei entspricht die Rotation um die nukleozyto-
plasmatische Achse dem Eulerwinkel ¢ und wurde zunéchst zufillig gesetzt. Dieser
Winkel kann durch die Prozedur av3 phialig.m separat aligniert werden, wobei der
gesamte Winkelbereich in einem Schritt abgetastet wird. Hieraus ergab sich eine acht-
fache Rotationssymmetrie, welche fiir die weitere Alignierung fiir die Referenzen an-
genommen WUI‘dGEI. Am Ende wurden die alignierten Einzelpartikel mit 256x256x256
Voxels rekonstruiert, mit Hilfe der GRID ZOOM-Funktion des EM-Systems fiir die
unterschiedlichen Pixelgrofen korrigiert und wiederum auf 128x128x128 Voxels (ent-
spricht einer Voxelgroke von 1,64 nm?® auf Probenebene) reduziert. Um gegebenenfalls
fiir die Dampfung der CTFs der unterschiedlichen CCD-Kameras korrigieren zu kon-
nen, wurde bei dieser Abtastungsrate ein zweites Einzelpartikelset durch Dekonvoluti-

on generiert und separat gespeichert (Prozedur av3 parti deconv.m). Hierzu wurde

'Einzelpartikelalignierung mit angenommener Rotationsymmetrie (imposed symmetry) bedeu-
tet, dafs die Referenz vor der Kreuzkorrelation mit dem Einzelpartikel entsprechend der Symmetrie
rotationsgemittelt wird. Hierdurch kann das SNR der Kreuzkorrelation deutlich verbessert werden.
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jeder Einzelpartikel Fourier-transformiert, durch die entsprechende MTF (Modulati-
onstransferfunktion, modulation transfer function) geteilt und zuriicktransformiert.
Um den Einfluf von den stirker verauschten sehr hohen Frequenzen zu minimieren,
wurde die MTF jenseits der halben Nyquist-Frequenz als konstant angenommen. Die
Alignierung wurde in beiden Féllen wie oben beschrieben zur Konvergenz gebracht
und die Auflésung durch Fourierringkorrelation (Fourier-ring correlation, FRC) be-

stimmt (Saxton und Baumeister 1982).

3D Alignierung und Mittelung von NPC-Proteomeren

Nur wenn die acht asymmetrischen Einheiten jedes NPC-Einzelpartikels tatsichlich
perfekt rotationsymmetrisch angeordnet sind, ist die bei der Alignierung angenom-
mene Rotationssymmetrie richtig. Sollten einzelne Proteomere von der idealen An-
ordnung abweichen, wiirde sich dies als limitierender Faktor auf die Auflosung der
gemittelten Struktur auswirken. Deshalb ist es sinnvoll diese Eventualitidt zu bertick-

sichtigen und die einzelnen Proteomere symmetrieunabhangig zu alignieren.

Die Alignierung von NPC-Proteomeren erfolgte auf der Basis der NPC-Einzel-
partikelalignierung mit Hilfe der Prozedur engager extrSU.m. Die acht asymme-
trischen Einheiten der Kernpore (Proteomere) sind durch Regionen niedrigerer Dichte
voneinander getrennt und in der gemittelten Struktur subjektiv erkennbar. Zunéachst
wurden acht Vektoren mit einem ¢-Inkrement von 45 ° im Polarkoordinatensystem
generiert die jeweils das Zentrum eines Proteomers in der Referenzstruktur markie-
ren. Mittels der aus der NPC-Einzelpartikelalignierung erhaltenen Information wur-
den diese Vektoren fiir jedes NPC-Einzelpartikel so rotiert, daf sie die Proteomere
des Einzelpartikels markieren. Die asymmetrischen Einheiten wurden nun aus den
NPC-Einzelpartikel ausgeschnitten und mit 64x64x64 Voxels (entspricht einer Voxel-
grobe von 1,64 nm? auf Probenebene) gespeichert und eine neue Alignierungstabelle
(Motivliste) mit dem des jeweiligen Proteomers entsprechenden Rotationswinkel (v,
Inkrement von 45 © ) erstellt. Die Alignierung von 4184 so erhaltenen Einzelpartikeln
erfolgte wie oben beschrieben, jedoch ohne die angenommene achtfache Rotations-

symmetrie.
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Klassifizierung des zentralen Kanals

Die Klassifizierung von Einzelpartikeln wurde durch eine Bestimmung des Schwer-
punktes des CP durchgefiihrt (Beck et al. 2004; Forster 2005)). Diese Methode funk-
tioniert unabhéngig von Verzerrungen durch den missing wedge, was durch eine Simu-
lation gezeigt wurde. Die Einzelpartikel wurden mit einem Gauss-Filter geglittet und
der zentrale Kanal ellipsoid maskiert. Die Intensitdten innerhalb der Maske unterhalb
eines bestimmten Schwellenwertes (Intensitit des Puffers auf der zytoplasmatischen
Seite) abgeschnitten. Der Schwerpunkt wurde ermittelt und ein Histogram iiber alle
Einzelpartikel entlang der nukleozytoplasmatischen Achse aufgetragen (Prozeduren
ctr_class.m und eva_ctrstack.m). Die sich daraus ergebende Verteilung liefs sich an-
ndhernd durch eine "Doppel”-Gauss-Funktion beschreiben und wurde als Kriterium
zur Separation der Einzelpartikel in zwei Klassen verwendet. Kurvenfits wurden nach

der Methode der kleinsten Quadrate in Matlab durchgefiihrt.

Klassifizierung und Lokalisierung von Goldpartikeln in Subtomogrammen

Die Lokalisierung von Goldpartikeln in Subtomogrammen erfolgte manuell mit Hilfe
der Prozedur clickit.inp. Zur Klassifizierung der erhaltenen Koordinaten von goldmar-
kierten Importkomplexen wurde eine Eigenvektoranalyse (implementiert als principal
component analysis im av3d for TOM-Software-Paket) durchgefiihrt. Um markierte
asymmetrische Einheiten zu identifizieren und die Koordinaten der einzelnen Pro-
teomere zu kombinieren, wurde die Prozedur engager rotateCoor.m verwendet. Die
Punktwolke wurde so in drei Klassen eingeteilt, die hauptsichlich Importkomplexen
an den zytoplasmatischen Filamenten beziehungsweise im zentralen Kanal oder Kern-
plasma entsprechen. Aus diesen drei neuen Punktwolken konnten drei entsprechende
strukturelle Klassen ermittelt werden. Die Einzelpartikel dieser strukturellen Klas-
sen wurden mit und ohne angenommener Symmetrie mit dem oben beschriebenen
Verfahren aligniert.

Desweiteren wurden im gleichen multivariaten statistischen Verfahren alle Einzel-

partikel klassifiziert. Da goldmarkierte Partikel zu den einzelnen Klassen beitragen, ist

die Darstellung der entsprechenden Koordinaten von Importkomplexen méglich. Mit
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Hilfe der Prozeduren class _maxdist.m beziehungsweise class maxres.m wurde entwe-
der der Abstand des Mittelwertes der Koordinaten, oder die Auflésung der Struktur
der Klassen durch die Wahl geeigneter Eigenvektoren maximiert.

Zur Berechnung von 3D-Aufenthaltswahrscheinlichkeiten wurde an jede durch die
ermittelten Koordinaten beschriebene Position eine 3D-Gauss-Funktion zu einem Vo-
lumen (skaliert zur NPC-Struktur) addiert. Als Breite der Gauss-Funktionen wurde
das Vertrauensintervall, gegeben durch die Auflsung der gemittelten Struktur (etwa
8 nm), angenommen. Nach der Addition fiir alle Koordinaten ergaben sich Regio-
nen mit héherer und niedrigerer Intensitat. Zur Verbesserung des SNR wurde die
Information von den einzelnen asymmetrischen Einheiten durch die Anwendung von

achtfacher Rotationssymmetrie kombiniert.

3.10 Klonierung von D. discotdeum-Nukleoporinen

3.10.1 Sequenz-Alignierung

Die Identifikation putativer D. discoideum-Nukleoporine erfolgte durch Sequenzali-
gnierung von Genen bekannter Nups (human und Hefe) mit der genomischen Se-
quenz von D. discoideum |(DictyBase-Genominformationsystem). Als Quelle fiir be-
kannte Nup-Gene dienten SWISSProt und EMBL-EBI ( European Molecular Biology
Laboratory-European Bioinformatics Institute). Ein genauerer Sequenzvergleich wur-
de mit dem BLAST-Service von NCBI (National Center for Biotechnology Informa-
tion) durchgefiihrt.

3.10.2 Reverse Transkription und Polymerasekettenreaktion

5*107 Zellen aus einer Suspensionskultur wurden mit Hilfe eines QTAshredder (Qia-
gen) gemék den Herstellerangaben aufgeschlossen. Die RNA-Priaparation wurde mit
einem RNAeasy-Prepkit (Qiagen) nach Herstellerangaben durchgefiihrt.

Alle reversen Transkriptionen (RT, reverse transcription) und Polymeraseketten-
reaktionen (PCR, Polymerase Chain Reaction) wurden mit einem OneStep-RT-PCR-
Kit (Qiagen) und einem GeneAmp PCR 2400 (Perkin Elmer) nach Herstellerangaben


http://dictybase.org/db/cgi-bin/blast.pl
http://www.expasy.org/sprot/
http://www.ebi.ac.uk/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/bl2seq/wblast2.cgi

KAPITEL 3. MATERIALIEN UND METHODEN 49

durchgefiihrt. Es wurde folgendes Programm verwendet, wobei die Dauer der Poly-

merisation sowie Annealing-Temperatur individuell angepaft wurden:

Schritt 1 30 min 50 °C
Schritt 2 15 min 95 °C
Zyklus 1 (50x) 45s 94 °C
45 s 53 °C
1min 72°C
Schritt 3 10 min 72 °C

Reverse Transkription
Denaturierung
Schmelzen der DNA
Annealing
Polymerisation

Polymerisation

Die in Tab. [3.2] aufgefiihrten Primer (Metabion) wurden mit einer Endkonzentration

von 0,6 uM verwendet.



KAPITEL 3. MATERIALIEN UND METHODEN

50

Nukleoporin,
DictyBase Id,

site

Primer sense, antisense

Lange tem-

plate (bp)

PCR-
Produkt

DdRan, CCATCGATATGGCAGAAAAA- | 639 ja

DDB0001991, | GAACAAATTAAATTAG,

Cla I CCATCGATTTACAAGTCATC-
ATTGTCTTCTGG

DdNup43, CGGGATCCGGTATGAGTTCA- | 1254 ia

DDB0204323, | GTCAGCGTAC,

BamlT T CGGGATCCTTAAAGTGATTT-
TACAATTAAACATTG

Hind T1T CCCAAGCTTGGTATGAGTTC-
AGTCAGCGTAC,
CCOCAAGCTTTTAAAGTGATT-
TTACAATTAAACATTG

DdNup62, CCATCGATATGTCAAACAAT- | 2130 ia

DDB0167902, | TTATTTGGTAC,

Cla I CCATCGATTTATCTTCTTGA-
AGTTTCAGG

DdNup75, CGGGATCCGGTATGTTTTCA- | 2673 ja

DDB0186484, | TTAAATCCACAATC,

BamH I CGGGATCCTTAGGATATGAT-
TGACTTTGC

Hind TII CCCAAGCTTGGTATGTTTTC-
ATTAAATCCACAATC,
CCCAAGCTTTTAGGATATGA-

TTGACTTTGC
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DdNup93, CGGGATCCGGTATGAATGTA- 2940 ja

DDB0189316, | AAGGAAATGGATTTTAATG,

BamH I CGGGATCCTTAATTAGACAT-
TGAGATAAATAAATTC

Hind III CCCAAGCTTGGTATGAATGT-
AAAGGAAATGGATTTTAATG,
CCCAAGCTTTTAATTAGACA-
TTGAGATAAATAAATTC

DdNup107, CGGGATCCGGTATGTCAGAA- | 2904 ja

DDB0186582, | AATTTTAAATGGAATTTAGG,

BamH I CGGGATCCTTAATTTAATAA-
TTTAATTGAACTTTCTC

Hind III CCCAAGCTTGGTATGTCAGA-
AAATTTTAAATGGAATTTAGG,
CCCAAGCTTTTAATTTAATA-
ATTTAATTGAACTTTCTC

DdNup155, CGGGATCCGGTATGCGTCAA- | 4728 ja

DDB0189286, | TCACAATTATACC,

BamH I CGGGATCCTTAATAACCTCT-
AAAATCTTTAAAAG

DdALADIN, | CGGGATCCGGTATGATTGAA- | 1416 ja

DDB0168294, | GAACATAATTGTTTTG,

BamH I CGGGATCCTTATTGTTTATA-
TTGATATAATAATGGG

Hind III CCCAAGCTTGGTATGATTGA-
AGAACATAATTGTTTTG,
CCCAAGCTTTTATTGTTTAT-

ATTGATATAATAATGGG
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DdGle2, GGAATTCATGTTTTCAACAT- 1029 ja
DDB0185717, | CAACAACTAC,
EcoR 1 GGAATTCTTATCTCTTTTTA-
GTTTGTCTATTTCC
DdTpr, CGGGATCCGGTATGACATCT- 6114 nein
DDB0187764, | GTTAGTGATTC,
BamH I CGGGATCCTTATTCTTGCGA-
TGGTTGATTATC
DdSehl, GGAATTCATGAGAGTATTTC- 1404 ja
DDBO0169145, | ATAGACTTTC,
BamH I GGAATTCTTATCTGTCATAT-
TTATCTTCTGTGC
DdSec13R, CCATCGATATGGAAGTAATA- 1014 nein
DDB0184189, | TGGATAAGAAG,
Cla1 CCATCGATTTAATTATTTTC-
AACATGAGAAATTAATTTCC

Tabelle 3.2: Primer zur Kloniernug putativer D. discoi-

deum-Nukleoporine.

3.10.3 Klonierung, Subklonierung, Sequenzanalyse

Die PCR-Produkte wurden durch Gelelektrophorese und Extraktion (GelExtraction-

Kit, Qiagen) gereinigt, mittels TOPO-Cloning-Kit (Invitrogen) kloniert, danach ver-

mehrt und mit T7-Primern sequenziert. Das Insert wurde unter Verwendung der
eingefiigten Schnittstellen (siche Tab. in die D. discoideum-Insertions-Kassetten
pDEXS82 heziehungsweise pBsrH339-3 subkloniert. Diese Plasmide sind F. coli - D.

discoideum-shuttle-Vektoren und wurden freundlicherweise von A. Miiller-Taubenber-

ger (MPI fiir Biochemie) zur Verfiigung gestellt. Das Insert wurde als N-terminales
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GFP- beziehungsweise RFP-Fusionsprotein exprimiert. Die Identifikation von Klo-
nen mit korrekter Insertlinge und Orientierung erfolgte durch Restriktions- und Se-
quenzanalyse (MWG). Hierfiir wurde ein Primer fiir die C-terminale Region von GFP
verwendet (CTGATCTGATATCATCG).

3.11 Expression von Dictyostelium Nukleoporinen

3.11.1 Transformation

1*¥10% Zellen wurden mit kaltem, sterilem Phosphatpuffer (5 min bei 400xg, 17 mM
Kaliumphosphat pH 7,6) und mit 30 ml Elektroporationspuffer (100 mM Kaliumphos-
phat, 1 mM Saccharose pH 6,1) gewaschen, in 30 ml Elektroporationspuffer resus-
pendiert und gezahlt. Die Zellsuspension wurde mit Elektroporationspuffer auf circa
5%10" ml~! eingestellt und mit 15-30 ug DNA in eine 800 pl Elektroporationskiivet-
te (Elektrodenabstand 4 mm, Biorad) gegeben. Nach dem Puls von 3 pF und 1 kV
wurden die Zellen kurz auf Eis und danach 15 min bei Raumtemperatur in einem
costar well inkubiert. Nach der Zugabe von 8 ul CaCly/MgCl, (0,1 M) wurde 15 min
bei Raumtemperatur geschiittelt. Die Zellen wurden vorsichtig resuspendiert und je
200 pl auf 4 Petri-Schalen mit je 10 ml Medium verteilt (Negativkontrolle: Zellen oh-
ne DNA). Die Schalen wurden iiber Nacht wie beschrieben kultiviert (siehe Kapitel
3.4.3) und dann die Antibiotika zur Selektion zugegeben (fiir pDEX82 mit 20ug pl ™!
G418, fiir pBsrH339-3 mit 10 pug ul~* Bsr).

3.11.2 D:ilution cloning

Die Insertions-Kassetten integrieren sich zuféllig in das D. discoideum-Genom. Aus
diesem Grund miissen zwei unabhéngige Klone mit, von der Fluoreszenzmarkierung
abgesehen, "normalem” Phénotyp selektiert werden. Das geschieht im Dilution clo-
ning-Verfahren. Waren auf einer transformierten Schale (siehe Kapitel [3.11.1]) Koloni-
en sichtbar (kann bis zu 3 Wochen dauern), wurden diese abgespiilt und einige Tropfen
der Suspension auf eine SM-Platte mit Bakterienrasen gegeben (Kokultivierung mit

E. coli B/R, siehe DictyBase). Die Zellen wurden mit einem Drigalski-Spatel verteilt


http://dictybase.org/techniques/general_dicty_techniques.htm#bacteria

KAPITEL 3. MATERIALIEN UND METHODEN 54

und zur Verdiinnungen mit demselben Spatel auf zwei bis drei weitere Platten ver-
teilt. Bei wachsenden Klonen bilden sich auf der Platte mit der richtigen Verdiinnung
gut sichtbare Locher im Bakterienrasen, die mit einem sterilen Zahnstocher gepickt
und in adhérente costar well-Fliissigkulturen iiberfithrt wurden (AX-Medium, Anti-
biotikum zur Selektion, Streptomycin 500 mg ml~!). Die wachsenden Klone wurden

mit Hilfe von Fluoreszenzmikroskopie selektiert und weiter kultiviert.

3.11.3 Sporulation

Zur Lagerung bei -80 °C wurden die D. discoideum-Stamme in das Sporen-Stadium
iiberfithrt. Dazu wurden die Zellen von drei konfluenten Petri-Schalen in Phosphat-
puffer (siehe Kapitel gewaschen, in circa 1 ml demselben Puffer aufgenommen
und auf Phosphatpuffer-Agarplatten verteilt. Nach einigen Tagen bilden sich Sporen,
die in Phosphatpuffer aufgenommen und in vier bis acht 600 ul Aliquote eingefroren

wurden.

3.11.4 Synchronisieren von D. discoideum-Zellen

Das Synchronisieren von D. discoideum-Zellen erfolgte mit zwei Methoden. Beim
Temperatur-shift-Verfahren wurde das Medium der Zellen von einer Petri-Schale ent-
fernt und statt dessen Phosphatpuffer hinzugegeben. Die Schale wurde iiber Nacht
bei 4 °C inkubiert. Die Zellzyklus wird durch Temperatur und Entzug des Mediums
arretiert. Die Kulturen wurden am folgenden Morgen in frisches Medium {iberfiihrt
und bei Raumtemperatur weiter inkubiert. Die Zellen gehen aus dem so erzeugten Ar-
rest relativ synchron zum normalen Zellzyklus iiber. Nach circa drei bis vier Stunden
bei Raumtemperatur sind viele Mitosen sichtbar.

Die Synchronisation mit 0.1 bis 0.5 % Thiabendazol (Sigma) ist weniger schonend,
aber nach spéatestens acht Stunden haben im Lichtmikroskop quasi 100 % der Zellen

ein mitotisches Erscheinungsbild.



4. Ergebnisse und Diskussion

4.1 Praparation und Kryo-ET von isolierten und

transportaktiven Zellkernen

Da die Anwendung von Kryo-Elektronentomographie (Kryo-ET) auf eine maxima-
le Probendicke von circa 500-800 nm begrenzt ist, erscheint die Tomographie von
Zellkernen in intakten Zellen fiir alle géngigen biologischen Modellsysteme absolut
unmoglich. Desweiteren erlaubt ein offenes System wie ein isolierter Zellkern das Ein-
fithren von goldmarkierten Komponenten. Aus diesem Grund bildet die Préaparation
von isolierten, transportaktiven Zellkernen die Basis fiir diese Arbeit. Die Tatsache,
dak die Kernhiille (NE, nuclear envelope) von isolierten Zellkernen oftmals nicht in-
takt ist und damit die Kerne nicht transportaktiv sind, schrinkt die Anzahl der
moglichen Modellsysteme weiter ein. Etablierte, offene und transportaktive Systeme
wie rekonstituierte Zellkerne (Burke und Gerace 1986; Lohka 1997)), mit Membranex-
trakt behandelte Rattenleberzellkerne oder reaktivierte Xenopus-NEs (Siebrasse und
Peters 2002)) erwiesen sich wegen ihrer Grofe oder der Einzelpartikelorientierung der
Kernporen (NPCs, nuclear pore complexes) als ungeeignet.

Der Schleimpilz Dictyostelium discoideum ist leicht kultivierbar und verfiigt iiber
relativ kleine Zellkerne (circa 2-5 pm). Ein besonders schonendes Zellaufschlufiver-
fahren (Kapitel ermdglicht die Préparation von intakten Organellen. Aus ei-
nem solchen Lysat gelang die Anreicherung von transportaktiven Zellkernen (Abb.
. Verschiedene Experimente bestétigten den Energie-abhingigen, aktiven Trans-
port unterschiedlicher Substrate in isolierte D. discoideum-Zellkerne (Kapitel [3.6)).
Die Anreicherung eines Importsubstrates von ausreichender Grofe ist GTP-abhéingig,
wahrend Molekiile von weniger als 40 kDa frei diffundieren kénnen. Sowohl bei digi-
tonisierten HeLa-Zellen (Melchior et al. 1993) als auch bei isolierten D. discoideum-

Zellkernen verlauft der Import von verschiedenen Modellsubstraten iiber ein gewisses

25
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Abbildung 4.1: Import assays mit isolierten D. discoideum-Kernen und unterschiedlichen Substra-
ten bei 100x Vergroferung (Phasenkontrastbilder oben, Fluoreszenzbilder unten). A.
und B. FITC-BSA-NLS. C. NLS-2xGFP. D. FITC-BSA-NLS mit rekombinantem Im-
portin «, Importin § und Ran. E. FITC-Proteasom (T. acidophilum). F. Rhodamin-
BSA-NLS. G. Rhodamin-BSA-NLS konjugiert mit kolloidalem Gold (5 nm). Die Im-
port assays wurden im Fall von A, C, E, F und G im Zellaufschluf$, im Fall von B mit
angereicherten Zellkernen in zytoplasmatischem Uberstand und im Fall von C mit
angereicherten Zellkernen in Puffer durchgefiihrt. Die Bilder wurden mit verschiede-
nen Mikroskopen aufgenommen und sind nicht zueinander skaliert. Der Durchmesser
eines D. discoideum-Zellkerns betragt im Mittel circa 2-5 ym.

Zeitfenster linear (Abb. [1.2)).

In einem analogen Priparationsverfahren gewonnene HeLa-Zellkerne (Kapitel
erwiesen sich an der Peripherie trotz ihrer Grofe als tomographierbar, waren jedoch
nicht transportaktiv. Als zuséatzlicher Nachteil erwies sich die niedrigere Kernporen-
dichte in der Kernhiille (Abb. , obwohl die Kernporen beider Organismen ungefahr
die gleiche Grofe haben. Die zum Teil beschidigte Kernhiille des HeLa-Zellkerns ist
in der Rekonstruktion sichtbar. Das Zytoplasma der frei beweglichen D. discoideum-
Zellen verhilt sich aufergewdhlich dynamisch und deren ER ist nur an sehr weni-
gen Stellen durch sehr schmale Verbindungen mit dem Zellkern verkniipft

Taubenberger et al. 2001)). Moglicherweise konnen sich die dukeren Kernmembranen

von D. discoideum-Kernen deshalb nach ihrer Isolation wihrend des Zellaufschlus-
ses relativ schnell wieder versiegeln, wahrend grofsere fehlende Stiicken bei anderen
Zelltypen gedffnet bleiben und die Ausbildung des Ran-Gradienten verhindern. Im

letzteren Fall wire somit das Kerntransportsystem nachhaltig gestort.
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Abbildung 4.2:

Aktiver, Energie-abhéngiger Import von FITC-BSA-NLS in isolierte D. discoideum-
Zellkerne. A. Transportrate in Abhéngigkeit von der Konzentration des GTPase-
Inhibitors GMP-PNP. B. Zeitabhingigkeit des Importvorgangs.

Abbildung 4.3:

Schnitte von 3,28 nm Dicke durch Kryo-Elektronentomogramme von einem isolier-
ten HeLa-Zellkern in A und einem D. discoideum-Zellkern in B und C. N und C
zeigen die Kernplasma- beziehungsweise zytoplasmatische Seite an. Pfeile markieren
individuelle Kernporen in Seitenansicht (A und C) sowie Aufsicht (B). Die zum Teil
fehlende dufiere Kernmembran des HeLa-Zellkerns ist mit Sternen markiert. Pfeilspit-
zen zeigen mit der dufseren Kernmembran des D. discoideum-Zellkerns verbundene
Ribosomen. Skalierungsbalken 200 nm.
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Abbildung 4.4: Tomogramm eines Ausschnittes der D. discoideum-Kernhiille als 3D-isosurface-
Darstellung mit den Kernmembranen in gelb und Kernporen in blau. Die Dimensio-

nen des gezeigten Volumens sind 1680x984x558 nm, die Kernporendichte entspricht
2

circa 45 pm™=.
Zusammenfassend bieten D. discoideum-Zellkerne Vorteile fiir die strukturelle Ana-
lyse durch Kryo-ET gegeben durch ihre Gréfse, Kernporendichte, Einfachheit der bio-
logischen Préaparation, Transportaktivitit und nicht zuletzt wegen der gut reprodu-

zierbaren Kryo-Priparation (siehe Kapitel [3.8.1]).

4.2 Einzelpartikelanalyse von D. discoideum-Kern-

poren (NPCs)

Im Gegensatz zur konventionellen Einzelpartikelanalyse sind durch Kryo-ET erhaltene
Einzelpartikel bereits 3D rekonstruiert und werden durch circa 60-85 Einzelprojek-
tionen reprasentiert. Anstelle des bei der klassischen Einzelpartikelanalyse gegebenen
Winkelbestimmungsproblems, muss hier die rdumliche Orientierung jedes Einzelpar-
tikels 3D ermittelt werden. Dies wurde bereits frither erfolgreich durchgefithrt (Walz
et al. 1997; Stoffler et al. 2003). Infolge der freien Orientierung der NPC-Einzelpartikel
innerhalb der Kernhiille eines intakten Zellkerns ergab sich im Vergleich zu den ge-
nannten Arbeiten allerdings ein zuséatzliches Problem: Die erwiinschte isotrop abgeta-
stete Struktur, welche als Referenz fiir die Alignierung fungierte, ist mit den in unter-

schiedlichen rdumlichen Richtungen missing wedge-verzerrten Einzelpartikeln nicht
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direkt vergleichbar. Tatséchlich ermdglichte die Anwendung der vorher verdffentlich-
ten Algorithmen keine signifikante Alignierung der NPC-Einzelpartikel. Dieses Pro-
blem konnte mittels Gewichtung der Referenz mit einem kiinstlichen missing wedge
vor dem Vergleich mit jedem Einzelpartikel durch Kreuzkorrelation behoben werden.
Der hierfiir erforderliche iterative Algorithmus zur NPC-Einzelpartikelalignierung wur-
de mafgeblich von Friedrich Forster entwickelt und ist in Kapitel und in (Beck
et al. 2004; [F'orster 2005; |Forster et al. 2005) detaillierter beschrieben.

Vor der iterativen Alignierung der NPC-Einzelpartikel mufsten jedoch zwei ande-
re Probleme bewéltigt werden. Die Lokalisierung der individuellen NPCs und das
Ausschneiden von Subtomogrammen war ohne initiale Referenz nur manuell méglich.
Von den so identifizierten Kernporen (siche Abb. wurde der Normalenvektor
im Bezug auf die Kernhiille bestimmt. Diese erste grobe Orientierung und Auswande-
rung wurde manuell weiter verfeinert und danach durch Mittelung eine erste Referenz
erzeugt (Kapitel . Die automatische FErkennung von Einzelpartikeln durch Mus-
tererkennung mittels Kreuzkorrelationsmethoden erwies sich bei den hier vorliegenden
membraneingebetteten Strukturen als duferst schwierig und konnte auch im weiteren

Verlauf dieser Arbeit nicht angewendet werden.

4.2.1 Struktur des D. discoideum-Kernporenkomplexes

Die so durchgefiihrte Alignierung und Mittelung von circa 250 Einzelpartikeln aus 16
Tomogrammen ergab eine Struktur des D. discoideum-NPCs mit einer Auflésung von
8,8 nm (Abb. [1.11)). Alle bereits vorher durch mehrere andere Technologien in ande-
ren biologischen Systemen entdeckten morphologischen Elemente des NPCs sind in
der EM-Dichte sichtbar (Abb. [£.5). Dadurch wird die Konservierung dieser Elemente
auch in niederen Eukaryonten deutlich. Ein auffallender Unterschied im Vergleich mit
fritheren Kryo-EM-Strukturen ist die geringere Ausdehnung entlang der nukleozyto-
plasmatischen Achse, die sich in der isotropen Abtastung begriindet (siehe Kapitel
[1.3.2]und Abb. [L.6). Tatséichlich erstreckt sich die Geriiststruktur der Kernpore, beste-
hend aus den drei Ringen, nur unwesentlich weiter als durch den Abstand der beiden
Kernmembranen gegeben. Mdglicherweise wird dieser Abstand genau hierdurch de-

finiert. Die Masse im zentralen Kanal (CP, central plug) besteht aus einer kleineren
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Abbildung 4.5:

cytoplasmic filaments
cytoplasmic ring
lumenal spoke ring
nuclear ring

nuclear basket

distal ring

Kryo-EM-Struktur des D. discoideum-NPC mit einer Auflésung von 8,8 nm.
A. zytoplasmatische Ansicht der Kernpore in stereo. Die zytoplasmatischen Fila-
mente sind um den zentralen Kanal gruppiert gebogen und zeigen auf die Masse im
Kanal (CP). B. Ansicht aus dem Kernplasma in stereo. Der distale Ring ist durch
acht nukledre Filamente mit dem nukledren Ring verbunden. C. Aufgeschnittene An-
sicht ohne CP. Der zytoplasmatische Ring, Speichenring und nukledre Ring formen
einen zentralen Kanal mit einer maximalen Offnung von circa 60 nm und einer Linge
von circa 50 nm. Der nuclear basket ist in braun dargestellt. Die Dimensionen der
wichtigsten Bestandteile sind angegeben.
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Substruktur (etwa 18 nm) auf der zytoplasmatischen Seite und einer groferen Dichte

(etwa 38 nm), die sich in einer Ebene mit dem Speichenring befindet.

4.2.2 Einzelpartikelanalyse von NPC-Proteomeren

Der NPC besteht aus acht asymmetrischen Einheiten (Proteomeren[[) die rotations-
symmetrisch um die nukleozytoplasmatische Achse angeordnet sind. In SEM-Aufnah-
men von Krallenfrosch-NPCs wird deutlich, daf diese Anordnung nicht immer perfekt
kreisformig, sondern teilweise leicht elliptisch vorliegt. Auch Kryo-EM-Experimente
bestétigten eine gewisse Plastizitit der NPC-Struktur (Akey 1995). Weiterhin konn-
ten in Studien an negativ kontrastierten Xenopus-NEs neun- und zehnfache Rotations-
symmetrien nachgewiesen werden, die allerdings nur mit sehr geringer Frequenz auf-
treten (Hinshaw und Milligan 2003). Anscheinend lassen die Verbindungsstellen zwi-
schen den Proteomeren einen gewissen Spielraum in der Anordnung zu. Demzufolge
kann deren tatsdchliche Anordnung in der Natur von der fiir die Alignierung von
NPC-Einzelpartikeln angenommenen, perfekt kreisférmig angeordneten, achtfachen
Rotationssymmetrie abweichen. Dieses Problem kann sich wiederum limitierend auf
die Auflésung der gemittelten Struktur auswirken. Tatséchlich hat eine vergleichbare
Struktur basierend auf der doppelten Partikelanzahl keine héhere Auflésung als die im
Kapitel beschriebene. Dieses Problem lafst sich durch die unabhéngige Alignie-
rung der einzelnen Proteomere jedes NPC-Einzelpartikels 16sen. Dadurch wird jeder
einzelnen asymmetrischen Einheit ein gewisser Freiraum sowohl in der rdaumlichen
Orientierung als auch in der Auswanderung erlaubt.

Basierend auf der NPC-Einzelpartikelalignierung wurde die Position jedes einzel-
nen Proteomers ermittelt und dieser separat ausgeschnitten. Die Alignierung der so
gewonnenen 4184 Subtomogramme erfolgte mit demselben Algorithmus, jedoch sym-
metrieunabhéingig. Die entsprechenden Strukturen sind mittels FRC bis 5,8 nm und
mit Hilfe einer Korrektur fiir die MTF (Modulationstransferfunktion, siehe Kapitel
sogar bis 4,6 nm aufgelost. Da keine Korrektur fiir die Kontrasttransferfunktion

!Kernporen besitzen eine achtfache Rotationsymmetrie im Bezug auf die nukleozytoplasmatische
Achse. Da jede der acht asymmetrischen Einheiten aus dreiffig Proteinkomponenten besteht, die in
bis zu vier Kopien pro Einheit vorkommen, werden sie in dieser Arbeit als Proteomere bezeichnet.
Der Proteomer-Begriff wird im urspriinglichen Sinne in der Virologie auch zur Bezeichnung von
Assemblierungszustinden verwendet, dies ist hier aber nicht gemeint.
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Abbildung 4.6: Auflosungstest fiir die mit (rot) und ohne (blau) MTF-Korrektur gemittelten NPC-
Proteomere durch Fourierringkorrelation, geméf des 0,5-Kriteriums. Zentrale XY-
Schnitte mit einer Dicke von 1,6 nm im Einsatz von links: Startreferenz zur Alignie-
rung von NPC-Proteomeren, konvergierte Struktur ohne und mit MTF-Korrektur
sowie Differenz der letzten Beiden. Die gemif FRC-Test bis 4,6 nm aufgelofite, MTF-
korrigierte Struktur hat deutlich schirfere Kanten. In der Differenz sind trotzdem
keine extremen Unterschiede sichtbar.

(CTF, contrast transfer function) durchgefiihrt wurde, ist somit die erste Nullstelle

der CTF (bei gegebenen Defokuswerten 4,9-5,5 nm) auflosungsbestimmend (Abb.
7).

Durch einen Vergleich der Einzelpartikelanalysen von NPCs und Proteomeren 1aft
sich das dynamische Verhalten der asymmetrischen Einheiten quantifizieren (Abb.
[1.7). Im Bezug auf die ideale achtfache Rotationssymmetrie ist ein signifikanter Anteil
der individuellen Proteomere innerhalb der Speichenringebene verdreht und im Mittel

um etwa 4,5 nm ausgewandert.

Die Kryo-EM-Struktur eines Proteomers ist in Abb. dargestellt. Auf Grund der
besseren Auflosung wurden im Vergleich zur gesamten NPC-Struktur verschiedene
neue Details sichtbar. Der zytoplasmatische- und nukledre Ring erscheinen deutlich
als durchgehende Substrukturen. Zwischen diesen beiden Ringen besteht eine Ver-
bindung im lumenalen Membranzwischenraum. Diese ldngliche Verbindung kdnnte
Funktionen als Abstandshalter und zur Stabilisierung haben. In der Literatur wird

hingegen eine ringférmige lumenale Struktur beschrieben (Goldberg und Allen 1996)).
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Abbildung 4.7: Quantifizierung der symmetrie-unabhénigen Alignierung von NPC-Proteomeren.
A. Auflésungsbestimmung der Struktur eines NPC-Proteomers (rot) im Vergleich
zu einer mittels herkémmlicher Einzelpartikelanalyse erhaltenen Struktur des NPCs
(blau). Beide Strukturbestimmungen wurden mit identischen Daten durchgefiihrt. B.
Verteilung der Abweichung der Rotation um die Z-Achse von der idealen achtfachen
Rotationsymmetrie. C. Verteilung der Auswanderung innerhalb der Speichenring-
ebene im Bezug auf die ideale achtfache Rotationsymmetrie.
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Abbildung 4.8: A Struktur eines NPC-Proteomers (gelb) zusammen mit einer daraus rekonstru-
ierten Kernpore (transparent). Zytoplasmatische Ansicht (B) und Ansicht aus dem
Kernplasma (C) einer mittels NPC-Einzelpartikel Alignierung gewonnenen Struktur.
Im Gegensatz zu der in Abb. gezeigten Struktur wurde hier eine MTF-Korrektur
angewendet. Dadurch sind Verbindungen zwischen den einzelnen zytoplasmatischen
Filamenten in B sichtbar, die vorher nicht aufgeldst werden konnten. D-F: Detail-
lierte Ansichten eines einzelnen NPC-Proteomers als aufgeschnittene Seitenansicht
in D, Ansicht aus dem Membranzwischenraum in E und in zytoplasmatischer An-
sicht in F. Die Verbindung zwischen zytoplasmatischem- und nukledren Ring ist mit
weiflen Punkten, die U-férmige Struktur der Speiche mit schwarzen Punkten mar-
kiert. Die Pfeilspitze zeigt die Verbindung zwischen Speiche und nukledren Ring, die
Eingénge des peripheren Kanals sind mit Sternchen markiert.
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Die einzelnen Speichen formen eine U-formige Struktur die "klammerartig” mit der
konvexen Membranwdlbung interagiert (Abb. [4.8)). Wahrscheinlich wird dadurch die
Membrankriimmung stabilisiert. Jede Speiche ist mit dem nukledren Ring im Bereich
der Grenzflache zwischen zwei Proteomeren verbunden. Der periphere Kanal wurde
bereits in fritheren Kryo-EM-Arbeiten mit niedrigerer Auflésung beschrieben (Stoffler
et al. 2003) und ist nun auch in der D. discoideum-Struktur sichtbar. Er besteht nur
im Bereich des Speichenrings und koénnte die Diffusion von Molekiilen mit einer Grofe

von bis zu 4 nm ermdglichen.

4.3 Einzelpartikel-Klassifizierung und Analyse von

goldmarkierten Importsubstraten

Neben der Anordnung der einzelnen asymmetrischen Einheiten zeigt auch der zentra-
le Kanal der Kernpore ein dynamisches Verhalten. Zu welchen Anteilen dabei Trans-
portsubstrate sowie mobile und stationdre Nukleporine eine Rolle spielen ist unge-
klart. Bei der Mittelung von Einzelpartikeln, die sich wenigstens zum Teil dynamisch
verhalten, konnen grundsatzlich zwei Effekte auftreten: 1. Ist in einer bestimmten Po-
sition in den Einzelpartikeln Masse vorhanden, die allerdings unterschiedlicher Natur
ist oder in verschiedenen Orientierungen vorkommt, ergibt sich in der entsprechen-
den Position in der gemittelten Struktur auch eine Dichte. Diese EM-Dichte stellt
jedoch keine geschiirfte Struktur dar, sondern vielmehr eine Uberlagerung verschiede-
ner Zustidnde und hat normalerweise eine recht glatte, unstrukturierte Erscheinung.
2. Kommt eine bestimmte Substruktur in den Einzelpartikeln in unterschiedlichen Po-
sitionen vor, wird die korrespondierende elektronenoptische Dichte wahrend der Mit-
telung abgeschwicht und tritt in der resultierenden Struktur kaum oder gar nicht in
Erscheinung. Die Losung fiir ein solches Problem stellt normalerweise eine Klassifizie-
rung dar, also die Einteilung von Einzelpartikeln in bestimmte Gruppen struktureller

Homogenitét.
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Abbildung 4.9: Schnitte von 3,28 nm Dicke in Aufsicht (A) und Seitenansicht (B) durch fiinf ver-
schiedene Einzelpartikel im Vergleich zur gemittelten Struktur (rechts). Die Struktur
der Masse im zentralen Kanal (CP) weist eine starke Variabilitdt auf. Der CP ist
durch interne Filamente mit der Geriiststruktur verbunden (Pfeile), die in der ge-
mittelten Struktur nicht sichtbar sind. In der gemittelten Struktur (rechts unten) ist
die Grenze zwischen den zwei Substrukturen des CP am Bildrand markiert.

4.3.1 Klassifizierung der Masse im zentralen Kanal (CP)

In Abb. sind verschiedene NPC-Einzelpartikel dargestellt. Es wird deutlich, daf
die EM-Dichte im zentralen Kanal (CP) unterschiedlich stark ausgeprégt ist und auch
verschiedene Formen annehmen kann. In der gemittelten NPC-Struktur erscheint der

CP dadurch als relativ glatt und unstrukturiert.

Um der Frage nachzugehen, ob der CP in individuellen NPCs aus den gleichen
oder zum Teil unterschiedlichen Komponenten besteht, wurde das belegte Volumen
im zentralen Kanal jedes Einzelpartikels bestimmt. Dabei diente die zytoplasmatische
EM-Dichte in der gemittelten Struktur als Schwellenwert (Kapitel [3.9.2)). Die Ver-
teilung der belegten Volumina weist eine relativ breite Streuung auf und lafst sich
nur sehr schlecht durch eine Normalverteilung beschreiben (Abb. [£.10). Wire in den
meisten Einzelpartikeln eine gemeinsame Substruktur im zentralen Kanal vorhanden,
wiirde man einen definierten Peak oder wenigstens eine Normalverteilung erwarten.
Deshalb unterstiitzt dieses Ergebnis die Auffassung, dak ein wesentlicher Anteil des

CP durch Transportkomplexe gebildet wird, die sich zur Zeit der Priaparation gerade

im zentralen Kanal befanden (Fahrenkrog und Aebi 2003). Es erscheint jedoch wahr-

scheinlich, daf auch dynamische oder mobile Nukleoporine, wie FG-Nukleoporine oder

der Nup62-Subkomplex (Schwartz 2005) zur Masse im zentralen Kanal beitragen.
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Abbildung 4.10: Die Position des CP korreliert mit strukturellen Verdnderungen des NPC. A. Ver-

teilung der belegten Volumina in individuellen CPs, mit Kurvenfit fiir eine Gauss-
Verteilung. Die gemessene Verteilung ist deutlich breiter als eine Normalverteilung.
B. Verteilung der Schwerpunkte individueller CPs mit Kurvenfit fiir eine doppel-
te Gauss-Funktion. Der Teil der Verteilung, welcher zur LR-Klasse beitragt, ist
rot dargestellt. C. Wahrscheinlichkeitswolken fiir die Schwerpunkte der CPs bei-
der Klassen iiberlagert mit einem zentralen Schnitt durch die Struktur (CF-Klasse
in blau, LR-Klasse in rot). D. Zentrale Schnitte mit einer Dicke von 7 nm durch
die gemittelte Struktur der CF-Klasse, in einer Ebene mit den zytoplasmatischen
Filamenten (CF), dem zytoplasmatischen Ring (CR), dem Speichenring (LR) und
dem nukledren Ring (NR). E. Gleiche Ansichten wie in D jedoch fiir die LR-Klasse.
F. 3D-Darstellung der zytoplasmatischen Ansicht (links) und der Ansicht aus dem
Kernplasma (rechts) der CF-Klasse. G. Gleiche Ansichten wie in F jedoch fiir die
LR-Klasse.
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Ein weiterer Parameter, der sich unabhingig vom missing wedge-Problem bestim-
men l&kt, ist der Schwerpunkt der im zentralen Kanal beobachteten EM-Dichte (Ka-
pitel . Die Verteilung der Schwerpunkte entlang der nukleozytoplasmatischen
Achse in allen Einzelpartikeln kann durch eine doppelte Gauss-Funktion beschrie-
ben werden (Abb. . Deshalb ist es wahrscheinlich, daf die beiden Dichten, die
den CP in der gemittelten Struktur ausmachen (Abb. und Abb. [4.9)), durch zwei

bevorzugte Positionen der Masse im zentralen Kanal zustande kommen.

Um diese These zu {iberpriifen, wurden die Einzelpartikel entsprechend zu den
ermittelten Schwerpunkten in zwei Klassen eingeteilt. Das Minimum der Verteilung
zwischen den zwei Peaks diente dabei als Aufspaltungskriterium. Die beiden Klassen
wurden gemafs der Position des CP entlang der nukleozytoplasmatischen Achse als
Speichenring-Klasse (LR-Klasse, lumenal spoke ring class) und als zytoplasmatische-
Filament-Klasse (CF-Klasse, cytoplasmic filament class) bezeichnet. Durch unab-
hingige Alignierung und Mittelung ergeben sich zwei NPC-Strukturen, die sich tat-
siichlich in der Position des CP unterscheiden (Abb. [4.10). Diese Verdnderung wird
jedoch von anderen strukturellen Unterschieden begleitet. Im wesentlichen sind die
zytoplasmatischen Filamente in der CF-Klasse stirker ausgeprigt und der distale

Ring hat in der LR-Klasse eine massivere Erscheinung.

In der klassischen Einzelpartikelanalyse wird Klassifizierung vor allem zur Verbes-
serung der Auflésung eingesetzt. Deswegen sollten strukturelle Klassen eine héhere
Auflésung als die Struktur haben, welche sich aus der Mittelung aller Einzelpartikel
ergibt. Dies ist hier nicht der Fall (Abb.[4.11). Jedoch war bei dieser ersten Analyse die
Anzahl der Einzelpartikel limitierend fiir die Auflésung. Die beiden Klassen werden
nur durch etwa die Hélfte der Partikel gebildet. Dennoch waren sie hoher aufgelost
(10,5 nm) als eine Struktur aus der gleichen Anzahl zuféllig gewdhlter Einzelpartikel
(12 nm). Weiterhin verteilt sich die rdumliche Orientierung beider Klassen sowie auch

die der Gesamtstruktur frei und vom missing wedge unabhéngig. Alle drei Strukturen
sind somit isotrop abgetastet (Abb. 4.11)).

Beide Klassen stellen strukturelle Zustinde des NPC dar. Die Position des CP und
auch die Geriiststruktur der Kernpore ist in der CF-Klasse besser definiert. Dieses

Stadium konnte die langsame Aufnahme oder Freigabe von Transportkomplexen in
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rungen der Einzelpartikel beider Klassen verteilen sich frei. Die Strukturen beider
Klassen, sowie die gesamte Struktur sind deshalb isotrop abgetastet und unabhéng-
ig vom missing wedge. C. Gleiche Darstellung wie in A nur fiir die CF-Klasse. Die
Auflésung ist 10,5 nm. D. Gleiche Darstellung wie in A nur fiir die LR-Klasse. Die

Auflésung ist 10,5 nm.
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CF-class LR-class

Abbildung 4.12: Vergleich der beiden strukturellen Zusténde des NPC. A. Illustration der struk-
turellen Veriinderungen der zytoplasmatischen Filamente. Uberlagerung der Struk-
tur mit den CPs beider Klassen mit erniedrigtem Schwellenwert fiir die isosur-
face-Darstellung. In der CF-Klasse nehmen die zytoplasmatischen Filamente ei-
ne eher bevorzugte Orientiernug ein und interagieren mit dem CP. Die zytoplas-
matischen Filamente der LR-Klasse sind in der gemittelten Struktur kaum sicht-
bar. Wahrscheinlich nehmen sie eine freie Orientierung in individuellen NPCs ein.
B. Dichteverteilung von Schnitten durch den Speichenring beider Klassen. Die Spei-
chen erscheinen geradlinig in der CF-Klasse und eher gekriimmt in der LR-Klasse.
C. Dichteverteilung von zentralen Schnitten entlang der nukleozytoplasmatischen
Achse. Die Position der engsten Stelle im zentralen Kanal befindet sich im Falle
der CF-Klasse auf der zytoplasmatischen Seite des Speichenrings und im Falle der
LR-Klasse auf der nukledren Seite (Pfeile).
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das oder aus dem FxFG-Netzwerk reprisentieren. Es ist denkbar, daf die zytoplas-
matischen Filamente diesen Vorgang durch eine Interaktion mit Transportkomplexen
im zentralen Kanal unterstiitzen (Pante und Aebi 1996). Die Bindung von Transport-
komplexen konnte ihre Bewegungsfreiheit einschrinken und somit ihre bevorzugte
Orientierung in der CF-Klasse bewirken (Abb. . Das insgesamt weniger defi-
nierte Erscheinungsbild der LR-Klasse legt die Vermutung nahe, dak es sich hier
immer noch um eine Uberlagerung von mehreren strukturellen Stadien handelt. Die
weniger ausgepragten zytoplasmatischen Filamente sind durch deren freie Orientie-
rung erklirbar (Abb. [£.12)). Die recht diffuse Position des CP macht deutlich, daf
sich Tranportkomplexe relativ frei bewegen konnen sobald sie in den zentralen Kanal
eingedrungen sind. Ein Problem bei der Interpretation dieser Klassen stellt die wih-
rend der Alignierung der Einzelpartikel angenommene achtfache Rotationssymmetrie
dar. Bisher konnte kein Beweis erbracht werden, daf einzelne NPCs sich bestimmten
Aufgaben widmen. Vielmehr kénnte eine Uberlagerung einer Vielzahl verschiedener
Transportprozesse der Normalfall sein. Es erscheint deshalb relativ unwahrscheinlich,
daf alle acht Proteomere einer individuellen Kernpore gemeinsam die gleiche Konfor-
mation einnehmen. Die beiden Klassen stellen deshalb eher angereicherte Zustidnde
als absolute biologische Stadien dar. Weiterhin ist die Zuordnung einer biologischen
Funktion zu beiden Klassen ohne die Markierung von Transportsubstraten schwierig,

beziehungsweise nur spekulativ moglich.

4.3.2 Lokalisierung von goldkonjugierten Transportkomplexen

Mit Hilfe von goldmarkierten Importsubstraten kann die Position von Transportkom-
plexen wahrend der eigentlichen Translokation relativ prézise bestimmt werden. Im
Rahmen dieser Arbeit wurde NLS-2xGFP[[]als Modellsubstrat fiir den klassischen Tm-
port (classical nuclear import pathway) und eine Variante der kleinen GTPase Ran
(RanQ69L) als Kontrolle verwendet. RanQ69L bindet zwar GTP, dessen Hydroly-
se ist jedoch bei dieser Variante des aktiven Zentrums unmoglich. Diese Reaktion

findet normalerweise im Komplex mit RanGAP an einer Ran-bindenden Doméne

INLS-2xGFP ist ein kiinstliches Fusionsprotein aus NLS und zwei GFP-Molekiilen (Yang et al.
2004]).
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Abbildung 4.13: XY-Schnitte von 3,28 nm Dicke durch Tomogramme von D. discoideum-Zellkernen,
die mit goldmarkierten NLS-2xGFP inkubiert wurden. Pfeilspitzen zeigen markierte
Transportkomplexe in Interaktion mit NPCs, Pfeile bereits ins Kernplasma entlas-
sene Transportkomplexe.

der zytoplasmatischen Filamente statt. Die RanQ69L-Variante sollte deshalb an den
zytoplasmatischen Filamenten lokalisieren. NLS-2xGFP und RanQ69L wurden mit
kolloidalem Gold von 4-5 nm Durchmesser konjugiert, mit transportaktiven D. discoi-
deum-Zellkernen inkubiert (Kapitel und die Reaktion durch Waschen mit Puffer
gestoppt.

In Abb. sind Schnitte durch Tomogramme von D. discoideum-Zellkernen, die
mit goldmarkiertem NLS-2xGFP inkubiert wurden, dargestellt. Das kolloidale Gold
hebt sich im Kontrast sehr deutlich von seiner Umgebung ab. Zur Alignierung der Pro-
jektionen wurden 15 nm-Goldpartikel eingesetzt, die deutlich unterscheidbar sind. So-
wohl NLS2xGFP- als auch RanQ69L-goldmarkierte NPC-Einzelpartikel wurden nun
wie bereits beschrieben in den Tomogrammen identifiziert, ausgeschnitten und ali-
gniert (Kapitel . Die sehr kontrastreichen Goldpartikel kénnen hierbei die Kreuz-
korrelation storen, was aber durch eine entsprechende kontrastlimitierende Normali-
sierung der Intensititsverteilung der NPC-Einzelpartikel weitgehend ausgeschlossen
werden konnte. Diese Strategie verhindert auch, daf die Dichte der Goldpartikel zur
gemittelten Struktur beitrigt. Zusatzlich wurden goldmarkierte NPC-Einzelpartikel
zur Alignierung mit unmarkierten gemischt, wodurch sich bei jedem Iterationsschritt

eine weniger beeinflufite, gemittelte Referenz ergab.
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Abbildung 4.14: R&umliche Zuordnung von goldmarkierten Importkomplexen und RanQ69L. 2D-

Auftragung der Koordinaten von NLS-2xGFP (A, griin n=638) und RanQ69L
(C, rot n=234), skaliert zu einem zentralen Schnitt durch die gemittelte Struk-
tur (B; nukleozytoplasmatische Achse gegen XY). RanQ69L lokalisiert hauptsich-
lich zytoplasmatisch, wihrend NLS-2xGFP am hiufigsten im zentralen Kanal auf-
tritt, jedoch auch an der zytoplasmatischen- sowie Kernplasmaseite. D. Die aus
den NLS-2xGFP-Koordinaten ermittelte Wahrscheinlichkeitsverteilung (unter An-
wendung achtfacher Rotationssymmetrie) als Hohenliniendiagramm iiberlagert mit
einem zentralen Schnitt durch die gemittelte Struktur. E. Wie D, nur mit der Struk-
tur als Hohenliniendiagramm. Der Teil des CP, der sich in einer Ebene mit dem
Speichenring befindet (analog zur LR-Klasse in Abb. ist in pink dargestellt.
In diesem Bereich ist die Dichte in der Wahrscheinlichkeitsverteilung geringer als
in der Umgebung.
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Es wurden im Falle von NLS-2xGFP 300 Einzelpartikel aus 20 Tomogrammen
gewonnen, wovon 251 goldmarkiert waren. Im Falle von RanQ69. waren von 184
Einzelpartikeln, aus 7 Tomogrammen, 127 goldmarkiert. Die gesamte Anzahl der
Goldcluster, deren Koordinaten ermittelt werden konnten, war n—=638 im Falle von
NLS-2xGFP beziehungsweise n=234 (RanQ69L). Trigt man die Koordinaten aus bei-
den Experimenten 2D auf (nukleozytoplasmatische Achse gegen XY), wird deutlich,
daf RanQG69L wie erwartet hauptsachlich auf der zytoplasmatischen Seite lokalisiert,
wahrend NLS-2xGFP am hiaufigsten im zentralen Kanal, aber auch auch an der zyto-
plasmatischen sowie Kernplasmaseite vorkommt (Abb. . Aus den einzelnen Koor-
dinaten wurden wie in Kapitel beschrieben 3D-Aufenthaltswahrscheinlichkeiten
berechnet. Bereits aus der zweidimensionalen Visualisierung dieser Wahrscheinlich-
keitsverteilungen im Vergleich zur NPC-Struktur in Abb. wird deutlich, daf
beide durch die Klassifizierung des CP bestimmten Positionen (Abb. durch Im-
portkomplexe eingenommen werden kénnen (Unter der Annahme, daf NLS-2xGFP
im zentralen Kanal nur als Importkomplex vorliegt). Jedoch ist die Aufenthaltswahr-
scheinlichkeit an der zytoplasmatischen Position (CF-Klasse) erhoht, wihrend sie in
der Ebene des Speichenringes (LR-Klasse) im Vergleich zur Umgebung sogar ernied-
rigt ist. Zusétzlich ist ein weiterer Dichtepunkt in der Ebene des nukledren Ringes im
zentralen Kanal sichtbar, der sowohl in der EM-Struktur als auch in der Wahrschein-
lichkeitsverteilung durch eine hohere Intensitit gekennzeichnet ist.

Die 3D-Darstellung der Aufenthaltswahrscheinlichkeiten von NLS-2xGFP sowie
RanQG69L in Abb. zeigt die Unterschiede auf. Im Gegensatz zu NLS-2xGEFP tre-
ten bei RanQ69L die hochsten Intensitdten ringférmig um die durch die CF-Klasse
beschriebene, dufsere Position des CP sowie direkt an den zytoplasmatischen Fila-
menten auf. Niedrigere Wahrscheinlichkeiten treten im gesamten zytoplasmatischen
Bereich und im zentralen Kanal, nicht jedoch im Kernplasma auf. Die Wahrscheinlich-
keitsdichte im Kernplasma ist bei NLS-2xGFP im Vergleich zum Zytoplasma relativ
gering und diffus. Sie beschreibt hochstwahrscheinlich Partikel, die nach dem Im-
portvorgang bereits ins Kernplasma entlassen worden sind. Der Mangel an distinkten
Intensititspunkten deutet darauf hin, dafs der nuclear basket als Interaktionspartner
in den klassischen Importweg nicht involviert ist, sondern Importsubstrate vielmehr

direkt aus dem zentralen Kanal entlassen werden.
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NLS2xGFP RanQ69L

Abbildung 4.15: Dreidimensionale Darstellung der Aufenhaltswahrscheinlichkeiten von NLS2xGFP-
Transportkomplexen (links) und RanQ69L (rechts) in Seitenansicht (A und B) sowie
Aufsicht (C und D) iiberlagert mit der Kernporenstruktur. In A und C sind hohere
(Farbverlauf von rot nach gelb zu hoheren Intensititen), in B und D niedrigere
Wabhrscheinlichkeiten dargestellt.
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4.3.3 Klassifizierung durch multivariate statistische Analyse

Die Verzerrung durch den missing wedge ist ein stark ausgepriagtes Detail von Kryo-
ET-Einzelpartikeln. Aus diesem Grund wird die objektive Klassifizierung solcher Ein-
zelpartikel normalerweise durch das missing wedge-Problem gestort. Ein objektiver,
missing wedge-unabhéngiger Klassifizierungsalgorithmus fiir Kryo-ET-Einzelpartikel,
der nur den iiberlappenden, gleichméafig abgetasteten Bereich im Fourierraum be-
riicksichtigt, war erst im spéateren Verlauf dieser Arbeit verfiigbar. Dieses Verfahren
basiert auf Eigenvektorzerlegung der Kovarianzmatrix und ist in (Forster 2005) de-
tailliert beschrieben. Durch die Verwendung von Masken kénnen dabei bestimmte
Regionen einer Struktur gezielt klassifiziert werden. Bei der in Abb. gezeigten
Klassifizierung wurde ausschlielich die Region des zentralen Kanals beriicksichtigt.
Hierbei wurden fiir diverse Eigenvektorkombinationen Klassen erstellt und als Ab-
standskriterium entweder die Auflésung mittels FRC oder die Distanz zwischen den
mittleren Positionen der NLS-2xGFP-Koordinaten zweier Klassen maximiert (Ka-
pitel [3.9.2)). Letzteres Verfahren ergab keine signifikanten Ergebnisse. Die in Abb.
gezeigten Klassen weisen eine sehr unterschiedliche Verteilung der EM-Dichte
im zentralen Kanal auf. Da zu den vier gezeigten Klassen NLS-2xGFP-goldmarkierte
Einzelpartikel beitragen, kénnen die Koordinaten von Importkomplexen innerhalb
der einzelnen Klassen verglichen werden. Die unterschiedlichen Strukturen des CP
korrelieren jedoch nicht mit den ermittelten NLS-2xGFP-Koordinaten, welche sich

unabhingig von den Klassen stets gleichmékig verteilen.

Die beiden Klassen "class4531” (zyan) und “class4533” (gelb) ergaben sich aus
denselben Eigenvektoren, sind also ausschliefslich durch unterschiedliche Einzelpar-
tikel reprisentiert. Die Position des CP ist in der Klasse "class4533” und der LR-
Klasse (Kapitel identisch. Diese Position in einer Ebene mit dem Speichenring
entspricht einer relativ niedrigen Intensitdt in der Wahrscheinlichkeitsverteilung von
NLS-2xGFP (Abb. [4.16B). In der Klasse "class4533” tritt die EM-Dichte im zentralen
Kanal in einer Ebene mit den zytoplasmatischen Filamenten auf, was der in Kapi-
tel beschriebenen CI'-Klasse entspricht. Zusétzlich ist in derselben Klasse ein

weiterer Dichtepunkt in einer Ebene mit dem nukledren Ring im zentralen Kanal
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A. Klassifizierung der CP-Region durch principal component analysis. Nomenkla-
tur der Klassenbezeichnung in vier Ziffern: 1. Nummer des ersten Eigenvektors,
2. Nummer des letzten Eigenvektors, 3. Gesamtanzahl der Klassen, 4. Klassen-
nummer. Vier beispielhafte Klassen sind als zentrale Schnitte durch die gemittelte
Struktur dargestellt (links). Die Klassenbezeichungen sind farbkodiert und entspre-
chen den zugehorigen Koordinaten von NLS-2xGFP in der Auftragung rechts. Diese
Koordinaten korrelieren nicht mit den strukturellen Verdnderungen des CP. B. Zen-
trale Schnitte durch die Strukturen der beiden Klassen "class4533” und “class4531”
iiberlagert mit der Aufenthaltswahrscheinlichkeit von NLS-2xGFP als Hohenlinien-
diagramm. Die Positionen mit hoher EM-Dichte im zentralen Kanal sind durch
Pfeilspitzen gekennzeichnet. C. Klassifizierung der Koordinaten von NLS-2xGFP
durch Eigenvektoranalyse. Die Punktwolke (links) wurde in drei Klassen eingeteilt,
die geméf ihrer Lokalisierung im Zytoplasma, zentralen Kanal und Kernplasma
als CY-Klasse (blau), CC-Klasse (rot) und NP-Klasse (griin) bezeichnet wurden.
Zentrale Schnitte durch die hieraus abgeleiteten strukturellen Klassen sind rechts
dargestellt.
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sichtbar. Diese beiden EM-Dichten sind ungefihr symmetrisch oberhalb und unter-
halb der Speichenringebene lokalisiert und korrelieren mit relativ hohen Intensititen
in der Wahrscheinlichkeitsverteilung von NLS-2xGFP (Abb. [£.16B).

Eine weitere Moglichkeit zur Klassifizierung stellt die Anwendung der Eigenvektor-
analyse auf die NLS-2xGFP-Koordinaten anstelle der Einzelpartikel dar. Mit Hilfe
dieser Strategie wurde die Punktwolke in drei Klassen unterteilt, die geméf ihrer Lo-
kalisierung im Zytoplasma, zentralen Kanal und Kernplasma als CY-Klasse (blau),
CC-Klasse (rot) und NP-Klasse (griin) bezeichnet wurden (Abb. [£.16C). Die sich aus
den drei Klassen ergebenden gemittelten Strukturen weisen jedoch keine nennenswer-
ten Unterschiede auf. Da zu diesen drei Strukturen nur NLS-2xGFP-goldmarkierte
Einzelpartikel beitragen ist das SNR, bedingt durch die geringe Partikelanzahl, relativ

niedrig.

4.3.4 Implikationen fiir den Transportmechanismus

Die mangelnde Korrelation zwischen den strukturellen Klassen und den ermittelten
Koordinaten der Importkomplexe unterstiitzt die Annahme, daf Transportvorgéinge
an individuellen Kernporen nicht sequentiell, sondern vielmehr gleichzeitig in verschie-
denen Stadien stattfinden. Auflerdem laufen im vorliegenden System in Gegenwart
von zytoplasmatischem Uberstand hochstwahrscheinlich verschiedene Transportwege
gleichzeitig ab und tragen zur beobachteten EM-Dichte bei, wihrend nur der klassi-
sche Importweg durch Goldmarkierung sichtbar gemacht wurde.

Aus einer theoretischen Betrachtung des Transportmechanismus (Becskei und Mat-
taj 2005), die in Kapitel genauer erlautert wurde, geht hervor, daf ein Transport-
vorgang aus drei Schritten besteht: dem Eintreten in den zentralen Kanal, ungerich-
teter Diffusion im zentralen Kanal und dem Verlassen des zentralen Kanals (Abb.
). Alle drei Schritte kdnnen unter bestimmten Bedingungen geschwindigkeitsbe-
stimmend werden. Diese drei Stadien kénnten den in der Klassifizierung gefundenen
drei Positionen des CPs entsprechen (siehe Abb. [£.16B), welche sich am Eingang und
Ausgang, sowie direkt im Zentrum des zentralen Kanals befinden. Die hohere Aufent-
haltswahrscheinlichkeit von NLS-2xGFP am Eingang und Ausgang des zentralen Ka-

nals korreliert mit den beiden Dichtepunkten der Klasse "class4531”. Moglicherweise
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findet das Eintreten in das FG-Netzwerk, als auch das Verlassen des zentralen Kanals
bevorzugt an diesen zwei Positionen statt. Eine Unterstiitzung dieser Vorginge durch
bestimmte Nukleoporine ist denkbar. Zum Beispiel wurde das humane Nukleoporin
Nup214 in einer zentralen Region auf der zytoplasmatischen Seite des CP lokalisiert
(Walther et al. 2002; |Paulillo et al. 2005). Die geringere Aufenthaltswahrscheinlichkeit
von NLS-2xGFP im Zentrum des zentralen Kanals ist durch eine geringere Konzentra-
tion von Importkomplexen, bedingt durch freie Diffusion, erklarbar. Es kann jedoch
nicht ausgeschlossen werden, dak bestimmte dynamische Nukleoporine mit hdheren
Wahrscheinlichkeiten im Zentrum des zentralen Kanals lokalisieren und Importkom-

bl

plexe "verdrangen” konnten. Somit wiirde deren Translokation relativ nah an den
Speichen stattfinden. Zum Beispiel sind fiir den Transport von RNAs Helikasen not-
wendig, die allerdings auch von Nup214 gebunden werden (Weirich et al. 2004). Im
Falle des Exports ist die GTP-Hydrolyse von Ran der Ausloser fiir die Deassemb-
lierung der Exportkomplexe. Ohne gebundene Exportine kann das Exportsubstrat
nicht mehr mit dem FG-Netzwerk interagieren und mufs ins Zytoplasma entlassen
werden. Eine sehr hohe Aufenthaltswahrscheinlichkeit von RanQ69L umschlieftt die
zytoplasmatische Position des CPs ringformig (Abb. [{.15(C, rechts). Demnach findet
wahrscheinlich auch die GTP-Hydrolyse, das terminale Ereignis beim Verlassen des
zentralen Kanals, in einer sehr distinkten Position statt. Zusammenfassend kénnte
der zentrale Kanal in drei Zentren unterteilt werden: Zwei kleinere, sehr definierte
Positionen ober- und unterhalb der Speichenringebene, die von Transportkomplexen
beim Eindringen oder Verlassen des Kanals bevorzugt durchlaufen werden und ei-
ner mehr diffusen Position im Zentrum des Kanals, welche hochstwahrscheinlich dem
FG-Netzwerk entspricht.

Die Art der Interaktion zwischen FG-Nukleoporinen und Transportkomplexen so-
wie der Aufbau des FG-Netzwerkes spielt in diesem Zusammenhang keine Rolle. Des-
halb stehen die gezogenen Schluffolgerungen nicht im Widerspruch zum wvirtual ga-

ting- oder auch selective phase-Modell.
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4.4 Lokalisierung von D. discoideum-Nukleoporinen

wahrend des Zellzyklus

Wiéhrend der offenen Mitose bei Vertebraten wird die Kernhiille deassembliert und
Membranvesikel sowie NPC-Subkomplexe diffundieren frei im Zytoplasma (Sunthara-
lingam und Wente 2003). Nach der Chromosomenseparation werden von Chromatin
zunichst Membranen und bestimmte Nukleoporine rekrutiert und zuletzt die Kern-
poren wieder assembliert. In fast allen niedrigeren Eukaryonten bleibt die Kernhiil-
le wihrend der Zellteilung intakt und die Chromosomenseparation findet im Zell-
kern statt. Dieser Vorgang wird als geschlossene Mitose bezeichnet. Eine Mitose-
assoziierte Deassemblierung der NPCs findet zum Beispiel in Hefen definitiv nicht
statt. Kiirzlich wurde aber bekannt, daf bei dem Pilz Aspergillus niger bestimmte
FG-Nukleoporine, induziert durch Phosphorylierung, wihrend der Mitose vom NPC
dissoziieren (De Souza et al. 2004). Weiterhin wurde spekuliert, ob der Ran-Gradient
durch diesen Vorgang beeintrichtigt sein konnte (Sazer 2005)). Aspergillus niger ist ein
mit D. discoideum nah verwandter Organismus (niedere Eukaryonten). Ein entspre-
chender Vorgang in D. discoideum wére interessant, weil er die Mdoglichkeit eréffnen
konnte, verschiedene Assemblierungsstadien des NPC mittels Kryo-ET strukturell zu

charakterisieren.

4.4.1 Identifikation von D. discoideum-Nukleoporinen

Um das Verhalten von D. discoideum-Nukleoporinen wiahrend der Mitose zu unter-
suchen, mufsten die entsprechenden Gene zunéchst identifiziert werden. Dies geschah
durch Sequenzvergleiche mit dem Genom. Dabei ergaben nur 19 der 30 Komponenten
des NPC signifikante Treffer (Tab. [£.1). Dies ist fiir die relativ niedrig konservierte
Nukleoporinfamilie jedoch nicht untypisch. Abgesehen von drei Ausnahmen waren
humane Referenzgene am néchsten verwandt. Die genetische Komposition des D. dis-
coideum-NPCs ist demnach nicht auflergewohnlich, sondern durchaus mit anderen

Modellsystemen vergleichbar.
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Referenz | D. discoideumn-Gen | score | Genom/ORF [Basen] |
RC4/Ran DDB0001991 le-84 639/1303
Nup35 DDB0169513 oe-9 1569/1675
Nup43 DDB0204323 3e-18 1254/1473
Nup62 DDB0167902 6e-50 2130/2238
Nup75 DDB0186484 2e-33 2673/3135
Nup93 DDBO0189316 4e-26 2940/3163
Nup98-96 precursor DDB0183864 le-131 6162/6751
Nupl107 DDB0186582 5e-68 2904,/3315
Nup153-Nupl (H) DDB0167688 le-38 5421/5786
Nup155 DDB0189286 2e-958 4728 /4802
Nup214/CAN-Nup159 (H) |  DDB0203095 | 1e-22 3642,/4020
ALADIN DDB0168294 2e-25 1416/1819

GLE1 DDB0189646 2e-22 2514
GLE2 (X) DDBO0185717 le-87 1029/1321
NLP1/hGC-1 DDBO0183831 be-17 2355

TPR DDBO0187764 le-134 6114/6436
NupSEH1/Sec13L DDB0169145 2e-63 1404/1621
Secl3R DDB0184189 2e-98 1014/3021
POM121 DDB0188529 2e-30 5115/5429

Tabelle 4.1: Durch Sequenzvergleiche identifizierte Gene von D. discoideum-Nukleoporinen und
Ran. In fast allen Fillen ergab die humane Sequenz den hichsten score, drei Ausnahmen
sind mit (H) fiir Hefe beziehungsweise (X) fiir Xenopus gekennzeichnet.
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4.4.2 Verhalten wahrend der Mitose

Um die Lokalisierung von D. discoideum-Nukleoporinen wihrend der Mitose zu un-
tersuchen, wurden verschiedene Nup-Gene kloniert und deren Genprodukte als GFP-
oder RFP-Fusionsproteine in D. discoideum-Zellinien exprimiert (Kapitel und
. Alle D. discoideum-Nukleoporine wurden nach dem humanen Homolog be-
nannt. Die Lokalisierung wahrend der Mitose wurde mit zeitlich aufgeléster konfokaler
Lichtmikroskopie an lebenden Zellen ermittelt (Abb.[£.17A). DAGLE2 und DdSec13L
verblieben wihrend der gesamten Zellteilung an der Kernhiille. Die zyto- und kern-
plasmatischen Konzentrationen waren vergleichsweise niedrig. Im Falle von DdGLE2
steht diese Beobachtung im Widerspruch zu der veroffentlichten Arbeit an Aspergil-
lus niger (De Souza et al. 2004). Das FG-Nukleoporin DdNup62 zeigt wihrend der
Prophase und Telophase eine nur leicht erhohte Konzentration an der Kernhiille und
relativ hohe Konzentrationen im Kern und- Zytoplasma. Wahrend der Zytokinese
und Interphase sind diese Konzentrationen jedoch niedrig und die Konzentration an
der Kernhiille relativ hoch. DdNup62 dissoziiert wihrend der Mitose also tatséchlich
vom NPC.

Um zu iiberpriifen ob der Ran-Gradient durch die Dissoziation von FG-Nukleo-
porinen beeintrichtigt wird, wurde eine RFP-Ran/GFP-Tubulin-exprimierende Zell-
linie untersucht. Der Ran-Gradient ist anhand der zehnfach héheren Konzentration
von RanGTP im Kernplasma (als RanGDP im Zytoplasma) deutlich sichtbar. Tubu-
lin ist ein guter Marker fiir den Zellzyklus und wird wihrend der Interphase, nicht
aber der Mitose, aus dem Zellkern ausgeschlossen. Die Abb. (rechts) zeigt eine
mitotische Zelle im Vergleich zu Interphasezellen. Der Ran-Gradient ist wéhrend der
Pro- und Telophase nicht vorhanden und wird erst wihrend der Zytokinese wieder
etabliert. Demzufolge ist wahrscheinlich das gesamte Transportsystem wihrend der
Mitose nicht funktionsfahig. Hieraus erklért sich auch die gleichméfige Konzentration
von frei diffundierenden Proteinen, wie nicht polymerisiertem Tubulin, im Zyto- und

Kernplasma.

Die strukturelle Analyse verschiedener Assemblierungsstadien des D. discoideum-
NPCs mittels Kryo-ET setzt das Synchronisieren von Zellkernen mit relativ hoher

Ausbeute voraus. Dies ist mit dem Pflanzenschutzmittel und Fungizid Thiabendazol
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A GFP-DdGLE2 GFP-DdSec13L GFP-DdNup62 RFP-Ran/GFP-Tubulin

B GFP-DdNup62/
RFP-Tubulin  GFP-Ran/RFP-Tubulin

Thiabendazole

Abbildung 4.17: Lokalisierung von D. discoideum-Nukleoporinen und Ran wéhrend der Mitose.
A. Konfokale Lichtmikroskopiebilder von GFP-DdGLE2-, GFP-DdSec13-, GFP-
DdNup62- und RFP-Ran/GFP-Tubulin-exprimierenden Zellen wihrend der Pro-
phase (P), Telophase (T), Zytokinese (C) und Interphase (I). Im Falle von
RFP-Ran/GFP-Tubulin ist rechts eine Uberlagerung beider Fluoreszenzkanile
dargestellt und die sich teilenden Zellen sind mit weiflen Punkten markiert.
Der Zeitramen fiir eine Mitose ist etwa 2 Minuten. Die Zellen wurden im
Temperatur-shift-Verfahren synchronisiert (Kapitel . B. Fluoreszenzmikro-
skopische Aufnahmen von GFP-DdNup62/RFP-Tubulin- und GFP-Ran/RFP-
Tubulin-exprimierenden Zellen, die mit Thiabendazol synchronisiert wurden.
Rechts: Kontrolle ohne Thiabendazol.
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moglich. Thiabendazol-synchronisierte Zellen sind in Abb. gezeigt. Leider ist in
solchen Zellen, deren Erscheinungsbild im Phasenkontrast Prophasezellen sehr dhn-
lich ist, der Ran-Gradient vollig intakt. Auch DdNup62 lokalisiert an der Kernhiille.
Um in Zukunft mitotische Zellkerne mittels Kryo-ET zu untersuchen, miissen diese
entweder direkt auf dem EM-Grid mittels Lichtmikroskopie identifiziert, oder bessere

Synchronisierungsverfahren entwickelt werden.



5. Zusammenfassung und Ausblick

Zusammenfassung

Im Rahmen dieser Arbeit wurden isolierte, transportaktive Zellkerne des Schleimpil-
zes Dictyostelium discoideum mittels Kryo-Elektronentomographie untersucht. Diese
Strategie ermoglicht die strukturelle Analyse von Kernporen (NPCs) im Zusammen-
hang mit der Kernhiille, als aktives Kerntransportsystem im quasi-nativen Zustand.
Kernporen wurden in den erhaltenen Tomogrammen identifiziert und in einem Einzel-
partikelverfahren analysiert. Die resultierende Kryo-EM-Struktur des D. discoideum-
Kernporenkomplexes weist nicht nur alle bekannten morphologischen Details auf, son-
dern wurde auch erstmals isotrop abgetastet und bis 8,8 nm aufgeldst (Kapitel .
Durch die symmetrieunabhéngige Analyse von etwa 4200 einzelnen NPC-Proteomeren
konnte die Auflésung bis auf 5,8 nm gesteigert werden und neue strukturelle Details
wurden sichtbar (Kapitel . Einige Substrukturen der Kernporen, insbesondere
die Masse im zentralen Kanal (CP) zeigten ein dynamisches Verhalten. Durch die
Lokalisierung von goldmarkierten Importkomplexen wiahrend des Transports, gelang
es bestimmte Positionen des CP einzelnen Schritten des Importvorgangs zuzuord-
nen. Diese Korrelation zwischen strukturellen Stadien und einzelnen Schritten des

Kerntransports ermoglichte neue mechanistische Interpretationen (Kapitel [4.3.4]).

Um die Funktionsweise von Kernporen detailliert zu verstehen, bedarf es eines
strukturellen Modells mit atomarer Auflésung. Ein solches Modell kann wahrschein-
lich nur unter Anwendung unterschiedlicher Technologien zur Strukturaufklarung ge-
wonnen werden. Informationen aus der Rontgenkristallographie von Nukleoporinen,
Einzelpartikelanalyse von Subkomplexen und Kryo-ET von Kernporen kénnen durch
fitting sowie docking-Algorithmen kombiniert werden. Die Assemblierung von Sub-
komplexen oder gar ganzen Kernporen in witro konnte hierbei hilfreich sein. Auch
pull downs von mitotischen, freien Subkomplexen aus Vertebraten und deren struk-

turelle Analyse im klassischen Einzelpartikelverfahren erscheinen vielversprechend.

85
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Die Moglichkeiten von Kryo-ET werden im folgenden diskutiert.

Verbesserung der Auflésung

Eine Verbesserung der Auflésung der NPC-Struktur ist moglich, hangt aber sowohl
von technischen als auch biologischen Parametern ab. Das Arbeiten bei kleineren De-
fokuswerten von bis zu 5 um bedingt eine Verschiebung der 1. Nullstelle der CTF,
wodurch sich eine theoretische Auflésungsgrenze von 3,2 nm ergibt. Es wurde bereits
praktisch gezeigt, dafs der bei solchen Defokuswerten stark erniedrigte Kontrast noch
immer die Alignierung von Einzelpartikeln erlaubt (Forster 2005). Die in der genann-
ten Arbeit verwendeten Viruspartikel sind allerdings sehr viel kleiner als Zellkerne und
die gewonnenen Daten demzufolge durch eine hoheres Signal-zu-Rausch-Verhiltnis
(SNR) gekennzeichnet. Im Falle von Kernporen kann das SNR durch die Verwendung
von transportaktiven Vesikeln der Kernhiille, anstelle von Zellkernen, stark verbes-
sert werden. Diese aus Vertebraten gewonnenen Vesikel sind in ihrem Inneren weniger
dicht und auferdem sehr viel kleiner als Zellkerne (Riedel und Fasold 1987)).

Die Einfiihrung einer CTF-Korrektur, die Aufnahme von Tomogrammen bei unter-
schiedlichen Defokuswerten und die Beriicksichtigung des kippungsbedingten Fokus-
gradienten konnte die Auflosung von Kryo-ET-Einzelpartikelanalysen in der Zukunft
noch weiter steigern (Winkler und Taylor 2003). Im Falle von Kernporen miifte hier-
zu jedoch die Abtastungsrate wiahrend der Alignierung von Einzelpartikeln erhoht
werden, was bei der momentan verfiigharen Computerleistung jedoch nicht sinnvoll
ist. Abhilfe konnte hier die Parallelisierung des Alignierungsalgorithmus schaffen. Ein
weiterer Auflésungs-begrenzender Faktor ist jedoch die biologische Dynamik inner-

halb der NPC-Struktur selbst.

Analyse biologischer Stadien des NPC

Der Einfluk dieser biologischen Dynamik 1ifst sich einerseits durch das Arbeiten mit
kleineren Substrukturen, wie einzelnen Proteomeren (Kapitel , beschrinken.
Andererseits ist auch eine Eingrenzung durch das "Einfrieren” bestimmter Stadien
denkbar. Dies konnte fiir Transportvorginge durch die Verwendung von molekularbio-

logisch modifizierten Transportfaktoren und Substraten sowie fiir Mitose-assoziierte
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Prozesse durch Synchronisieren von Zellen (Kapitel moglich sein.

Mechanistische Studien

Die in dieser Arbeit angewandte Strategie zur Visualisierung von Kerntransport durch
Goldmarkierung von Substraten ist natiirlich auf andere Tranportwege iibertragbar.
Die Verwendung von zytosolischem Uberstand hat allerdings verschiedene Nachteile
und sollte durch eine definiertere Mischung aus rekombinanten Proteinen ersetzt wer-
den. Fiir den klassischen Importweg miifsten tatsidchlich nur vier Proteine kloniert,
exprimiert und gereinigt werden: Ran, NTF2, Importin o und Importin 3. Diese
Methode verbessert nicht nur das SNR, sondern schlieftt auch den gleichzeitigen Ab-
lauf mehrerer Transportwege weitgehend aus. Weiterhin wird die Goldmarkierung von
Transportfaktoren und deren molekularbiologische Varianten ermoglicht. Fiir Export-
wege ist die Markierung von Substraten problematisch, weil Mikroinjektion in D. dis-
coideum-Zellkerne oder auch NE-Vesikel auf Grund ihrer Grofe praktisch unméglich
ist. Die Goldmarkierung von shuttle-Faktoren wie Exportinen ist jedoch denkbar.
Solche Untersuchungen konnten Transportweg-abhéngig unterschiedliche Aufent-
haltswarscheinlichkeiten von Transportkomplexen liefern. Zusammen mit der prizi-
sen Lokalisierung insbesondere von dynamischen Nukleoporinen innerhalb der NPC-

Struktur wiren genauere Riickschliisse auf den Transportmechanismus moglich.



Abkurzungen

2D zweidimensional

3D dreidimensional

Abb Abbildung

ATP Adenosin-5’-Triphosphat

BSA Rinderserumalbumin, bovine serum albumin

CF-Klasse zytoplasmatische-Filament-Klasse, cytoplasmic filament class

CP Masse im zentralen Kanal, central plug

CTF Konrasttransferfunktion, contrast transfer function

DNA Desoxyribonucleinsauren, deozyribonucleic acid

EM Elektronenmikroskopie

ET Elektronentomographie

FEG Feldemisionsquelle, field emission gun

FITC Fluoreszeinisothiozyanat, fluorescein isothiocyanate

FRC Fourierringkorrelation, Fourier-ring correlation

GDP Guanosin-5’-Diphosphat

GFP Griin fluoreszierendes Protein

GMP-PNP 5-Guanylylimidodiphosphat

GTP Guanosin-5’-Triphosphat

IBB Importin 3 bindende Doméne des Importin «

Da Dalton

LR-Klasse  Speichenring-Klasse, lumenal spoke ring class

mRNA Boten-Ribonucleinsaure, messenger ribonucleic acid

MTF Modulationstransferfunktion, modulation transfer function
NE Kernhiille, nuclear envelope

NES Exportsignal, nuclear export signal

Ni-NTA Nickel-Nitrilo-Triessigsdure-Granulat, nickel-trinitrilotriacetic acid-resin

38



NLS
NPC
Nup
ORF
RanGAP
RanGEF

RFP
RNA
RT
SEM
SNR
Tab
TEM

Importsignal, nuclear localization signal
Kernporenkomplex, nuclear pore complex

Nukleoporin

offenes Leseraster, open reading frame

Ran GTPase aktivierender Faktor, Ran GTPase-activating protein
Ran Guanin Nukleotid austauschender Faktor,

Ran guanine nucleotide exchange factor

Rot fluoreszierendes Protein

Ribonucleinsiure, ribonucleic acid

reverse Transkription, reverse transcription
Rasterelektronenmikroskopie, scanning electron microscopy
Signal zu Rausch-Verhéltnis, signal to noise ratio

Tabelle

Transmissionselektronenmikroskopie
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