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Kurzfassung

Signalkaskaden basieren auf fein abgestimmte Wechselwirkungen von Proteinen
und sind Basis der Regulation aller biologischen Systeme. Das Hormon Erythro-
poetin (Epo) fordert die Bildung roter Blutkérpchen durch Bindung an den Ery-
thropoetinrezeptor (EpoR). Dieser wird nur in geringen Mengen an der Oberfl-
che von Zellen des himatopoetischen Systems prisentiert, zeigt aber eine anpas-
sungsfihige Reaktion auf Aktivierung durch Epo. Die Sensitivitdt einer Signal-
weiterleitung ist von der Menge an Rezeptoren an der Plasmamembran abhingig.
Der EpoR zeigt auch ligandenunabhéngig eine stindige Zirkulation von Rezep-
toren aus dem intrazellularem Pool an die Membran und zuriick. Das System
bleibt dadurch adaptiv. Alle Vorginge sind mit dem Aufbau und der Komparti-
mentierung der Membran, sowie den Transportvorgingen in der Zelle verkniipft.
Fluoreszenzbasierende Methoden der Mikroskopie bieten vielfaltige Moglichkei-
ten die rdumliche und zeitliche Bewegung von Rezeptoren in Zellen zu unter-
suchen. Ziel dieser Arbeit ist die Untersuchung molekularer Prozesse, die beim
Epo-induzierten Signalweg eine wichtige Rolle spielen. Dazu wurde einerseits die
Mobilitdt des Rezeptors und andererseits seine Internalisierung mit Einzelmo-
lekiilmethoden untersucht. Der EpoR konnte zu diesem Zweck stochiometrisch
markiert und seine Dynamik und molekulare Interaktion in der Zellmembran auf
Einzelmolkiilniveau durch Einzelpartikelverfolgung beobachtet werden. Die Stu-
dien der Mobilitat des EpoR in der Zellmembran konnten demonstrieren, dass
aktivierte Rezeptoren eine erhohte Neigung zur Oligomerisierung aufweisen. Die
mittlere Bewegung der Rezeptorpartikel an der Membran bleibt weitestgehend
unbeeinflusst vom Ligandenstimulus, doch erhoht sich der Anteil gerichteter Be-
wegung der Rezeptoren. Es konnte gezeigt werden, dass bevorzugt Zusammenla-
gerungen von Rezeptoren an der Membran nach Aktivierung internalisiert wer-
den. Der interhelikale Abstand von Rezeptorhomodimeren ist ausschlaggebend
fiir die fehlerfreie Translokation und den Riicktransport internalisierter Rezep-
toren an die Membran. Der inaktive EpoR scheint mit lipid rafts assoziiert zu
sein.

Auf einer weiteren Beobachtungsebene konnte die Kinetik des Signaltrans-
duktionsweges und die Heterogenitét der zugrundeliegenden Prozesse basierend
auf zeitaufgelosten Einzelzellmessungen betrachtet werden. Dabei wurde der Re-
zeptortransport durch eine neue Methode analysiert, die die sich heterogen ver-



haltene Zellen durch ein zelluldres Ensemble-Modell beschreibt. Eine umfassende
Modellanalyse identifizierte Recycling-, Internalisierungs- und Synthesekinetik als
Ursprung zelluldrer Variabilitdt in der Dynamik des EpoRs.

Die im Rahmen dieser Arbeit erzielten Ergebnisse konnten aufgrund der Ver-
wendung einzelmolekiilsensitiver Methoden mit hoher rdumlicher und zeitlicher
Auflésung, erstmals zu einer genaueren Charakterisierung der Dynamik des EpoR
auf Einzelmolekiilebene verhelfen.



Abstract

Signalling cascades are based on fine-tuned protein interactions and form the ba-
sis for the regulation of all biological systems. The hormone Erythropoietin (Epo)
stimulates the production of red blood cells by binding to the Erythropoietin re-
ceptor (EpoR). This receptor is present in small amounts at the cell surface of
the hematopoietic system. The sensitivity of the signal transduction depends on
the receptor quantity at the plasma membrane. The EpoR also shows a perma-
nent, ligand-independent circulation of receptors between the intracellular pools
and the membrane. As such, the system remains adaptive. All processes are lin-
ked with the membrane structure and its compartmentalisation, as well as with
cellular traffic. Fluorescence microscopy methods provide various possibilities for
investigating of spatial and temporal movements of receptors in living cells.

The aim of this work was the investigation of molecular processes, which
play an important part in Epo-induced signalling pathways. This thesis explores
the mobility of receptors, as well as their internalisation using single molecule
methods. The EpoR was labeled stoichiometrically, and its dynamic and mole-
cular interaction at the cell membrane was analysed on the single molecule level
by single particle tracking. The results of the EpoR mobility analysis at the cell
membrane showed that activated receptors have an increased affinity for oligome-
risation. The average movement of receptor particles at the membrane generally
remains unaffected by ligand stimulation, but the amount of directed receptor
movements increases. It is shown that receptor clusters at the membrane were
preferably internalised upon activation. The interhelical distance of receptor ho-
modimers is critical for the correct transport and return of internalised receptors
to the plasma membrane. The inactive EpoR seems to be associated with lipid
rafts. On an additional level of analysis, the kinetics of the signal transduction
pathway and the heterogeneity of underlying processes were considered based
on time-resolved single-cell measurements. The receptor traffic was investigated
with a new method, which describes cells with heterogeneous behaviour using
a cellular ensemble model. Comprehensive model analysis identifies recycling,
internalisation and synthesis kinetics as source of cellular variability of EpoR dy-
namics. With the results of this work, further insights into the EpoR dynamic
on single-molecule level were obtained for the first time due to the utilisation of
single-molecule sensitive methods with high spatial and temporal resolution.
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Kapitel 1

Einleitung

Mit 1,8 Millionen neu diagnostizierten Erkrankungen im Jahr 2012 ist Lungen-
krebs einer der haufigsten Krebserkrankungen weltweit |GLSL12|. Nicht-klein-
zelliger Lungenkrebs (non small cell lung carcinoma, NSCLC) hat daran den
grokten Anteil [PAGT12]. Die Diagnose erfolgt hiufig erst in spiten Stadien der
Erkrankung und Patienten werden daraufhin mit Chemotherapie behandelt, wel-
che aber aufgrund von Nieren-und Knochenmarksschiadigungen, neben dem Krebs
selbst, zur Entwicklung von Blutarmut fiihrt. Diese wurde bislang mit dem Hor-
mon Erythropoetin (Epo) behandelt, welches die Bildung von roten Blutkor-
perchen fordert. Allerdings konnte die Therapie mit Epo mit erh6htem Tumor-
wachstum und damit niedrigerer Uberlebensrate in Verbindung gebracht werden
|[ES12]. Die Signaltransduktion, die von Epo in Adenokarzinomzellen ausgelost
wird, ist daher Gegenstand andauernder Untersuchungen und Motivation dieser
Arbeit.

Signaltransduktionsprozesse werden durch spezifische Proteininteraktionen an
der Plasmamembran eingeleitet. Die zellulaire Antwort wird durch die Bindung
eines Liganden an einen Rezeptor ausgelost, welcher aktiviert wird und den ex-
ternen Stimulus durch Signalwege an Proteine im Zellinneren weiterleitet. Die
Umverteilung von Rezeptoren und deren Cluster-Bildung stellen in vielen Signal-
wegen Schliisselschritte dar [MSAT07, NML*10, PMZ"04|. Klassische moleku-
larbiologische oder biochemische Methoden lieferten bislang lediglich iiber die
Zellpopulation gemittelte Daten. Dariiber hinaus kann keine Aussage iiber die
absolute Zahl der beteiligten Molekiile getroffen werden, da diese mit den gén-
gigen Techniken aufgrund geringer Sensitivitdt nicht ermittelt werden kann. Im
letzten Jahrzehnt wurde eine Fiille von fluoreszenzbasierten Mikroskopietechni-
ken neuentwickelt oder erweitert, was es heute ermdglicht molekulare Mechanis-
men in einzelnen Zellen unter verschiedensten Aspekten zu untersuchen [LW09).
Detaillierte Informationen iiber die rdumliche und zeitliche Dynamik von Mem-
branrezeptoren und iiber die Mechanismen die Rezeptor-Clustering verursachen,
konnen hierbei deren Beobachtung in Echtzeit auf Einzelmolekiilebene liefern.
Durch Techniken der Einzelmolekiil-Mikroskopie ist es nicht nur méglich, Pro-
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teininteraktionen iiber das Fluoreszenzsignal zu untersuchen, sondern auch de-
ren Bewegung und Stéchiometrie zu bestimmen [JKT*11, MCL*13|. Bedingun-
gen, um diese Parameter zu erhalten, schlieflen die Wahl geeigneter Fluores-
zenzfarbstoffe und einen moglichst stdichometrischen Markierungsgrad der zu
beobachteten Proteine, sowie ein gutes Signal-zu-Rausch-Verhéltnis, hohe Auf-
nahmefrequenzen und eine minimal-invasive Markierungsmethode ein. Haufig
werden zu diesem Zweck fluoreszente Fusionsproteine eingesetzt [SMY00|. Diese
sind zwar kovalent durch Peptidbindung mit dem Rezeptor verbunden, bendti-
gen aber eine gewisse Zeit zur Faltung in den fluoreszenten Zustand, falls diese
iiberhaupt vollendet wird. Zudem zeigen sie eine geringere Photostabilitit als
organische Fluoreszenzfarbstoffe. Alternativ stehen mittlerweile eine ganze Rei-
he von sogenannten Tags zur Verfliigung, die auf Protein-Liganden-Interaktion
IKGGT03, MCSC05, GSHV07, GJHT 08|, Metallchelatbildung |Gri98, LGTPO6|
oder auf enzymatischen Reaktionen |[CHLT05, HCG106, PAGT07| basieren. In
dieser Arbeit wurde durch Einzelmolekiilverfolgung des Erythropoetin-Rezeptors
(EpoR) untersucht, wie dieser durch Ligandenstimulation in seiner Bewegung
beeinflusst wird und welche Komponenten der Zellmembran dafiir verantwortlich
gemacht werden konnen. Dabei war der EpoR iiber den sogenannten HaloTag
kovalent an einen Fluoreszenzfarbstoff gebunden.

Neben der zeitlichen und rdumlichen Verteilung von Signalmolekiilen in zellu-
larer Umgebung konnte festgestellt werden, dass auch die Zell-zu-Zell Variabilitét
einen wichtigen Anteil an der Zellantwort inne hat. Es ist bekannt, dass die Pro-
teinkonzentration in Zellen innerhalb einer Population heterogen verteilt ist, was
auf stochastische Genexpression zuriickgefiihrt werden kann [RvO08, CFX06].
Damit zeigen Zellen auch ein heterogenes Verhalten in der Signalweiterleitung
und -antwort. In Kapitel 2.2 wurde durch quantitative Einzelzellmessungen un-
tersucht, welche Prozesse im Transport des EpoRs und seinem Liganden Epo fiir
zelluldare Variabilitdt verantwortlich sind. Mathematische Modelle kénnen anhand
von zeitaufgelosten, quantitativen Daten, Aussagen iiber Kontrollmechnismen ei-
nes Signalweges und iiber experimentell nicht greifbare Parameter treffen. Durch
die Anwendung von Ensemblemodellen auf Einzelzelldaten der zelluldren Varia-
bilitdt der Dynamik des EpoR Transports lassen sich Schliisselregulatoren, die zu
dieser Heterogenitat fiihren, identifizieren, zugrundeliegende neue Mechanismen
erkennen und dadurch das Potential schaffen, neue Therapieformen zu entwickeln.



Die folgenden Kapitel dienen der Einfiihrung in die Fluoreszenzmikroskopie,
ferner werden die im Kapitel 2.1 und 2.2 verwendete Techniken beschrieben. An-
schliefend wird eine kurze Ubersicht Gber den Stand der Forschung bildgebender
Verfahren dynamischer Prozesse gegeben und geeignete, sowie verwendete Me-
thoden zur Messung und Markierung biologischer Proben aufgezeigt. Die Passage
schliefit mit der Darstellung des molekularbiologische Hintergrunds der zu unter-
suchenden Proben und der in Kapitel 2.2 verwendeten mathematischen Betrach-
tungen biologischer Systeme.

1.1 Messung der Dynamik in Biomembranen

1.1.1 Fluoreszenz als vielseitige Messgrofse

Als Fluoreszenz bezeichnet man die spontane Emission von Licht, welche im Spek-
tralbereich vom Ultravioletten bis zum nahen Infrarot zu beobachten ist, bei der
Energie aus elektronisch angeregten Quantenzustinden freigesetzt wird. Entspre-
chend bezeichnet die Farbstoffabsorption den Vorgang bei dem der betrachtete
Chromophor ein Photon aufnimmt. Der Absorptionsvorgang bei Farbstoffen im
sichtbaren Spektralbereich verkorpert einen elektronischen Ubergang mit einem
Energiebetrag von 2 bis 3 eV, was circa 16000 cm ™! bis 24000 ¢m ™! entspricht.
Am Chromophor wird ausgehend von einem Schwingungsniveau im elektroni-
schen Grundzustandes Sy ein Schwingungsniveau im ersten angeregten Zustand
S1 besetzt. Die Wahrscheinlichkeit der Photonenabsorbtion durch den Chromo-
phor steigt durch die Nutzung heller Lichtquellen mit geniigend hohem Photonen-
und Energiefluss, wie es durch Dauerstrich- oder ultrakurz gepulste Laser Anwen-
dung findet. Ein Elektron, das sich in einem HOMO (Highest Occupied Molecular
Orbital) auf dem Sp-Niveau befand, tritt nach Anregung in ein LUMO (Lowest
Unoccupied Molecular Orbital) auf dem S;-Niveau iiber (Franck-Condon-Niveau).
Thermische Ubergéinge vom Sy- in das S;-Niveau sind bei Raumtemperatur ver-
nachliissigbar, wie aus der Boltzmannverteilung mit einem Anteil < 1073 ver-
deutlicht wird. Bei elektronischen Ubergéingen, welche sehr schnell in einem Zeit-
rahmen von Femto- bis Attosekunden ablaufen, gilt das Franck-Condon-Prinzip.
Dieses Prinzip besagt, dass bei schnellen Ubergiingen die Kernbewegung, welche
aufgrund der grofen Masse der Kerne langsam abliduft, vernachléssigt werden
kann. Das bedeutet, dass elektronische Ubergiinge in einem Potentialdiagramm
stets vertikal verlaufen und sich die Molekiilstruktur wihrend eines solchen Uber-
gangs nicht dndert.

Dieses Verhalten wird in einem Potentialdiagramm in Abbildung 1.1(a) mit
einem senkrecht nach oben verlaufender Anregungsiibergang dargestellt, welcher
in ein schwingungsangeregtes S1-Niveau fiihrt, das dabei {iber einen vergréferten
Gleichgewichtsabstand ry; verfiigt.
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(b) Jablonski-Diagramm

Abbildung 1.1: (a) Potentialkurven des Grund- und des ersten angeregten Zu-
stands eines zweiatomigen Molekils mit Schwingungsniveaus und den Wellen-
funktionen U nach Boltzmann. (b) Jablonski-Schema fiir elektronische Uberginge:
IC: internal conversion, strahlungslose Desaktivierung, ISC: intersystem crossing,
Ubergang mit verbotener Spinumkehr, VR: vibrational relazation, Schwingungs-
relaxation, Ex: FErxitation, Anrequng, F: Fluoreszenz, P: Phosphoreszenz, S,: Sin-
gulettzustande, T,: Triplettzustinde.



Nach dem Bohr’schen Postulat sind nur Energie-Ubergiinge aus einem Viel-
fachen des Planck’schen Wirkungsquantums h zulassig:

AE =h-v, mith=6,626-10"3Js (1.1)

Elektronische Zustdnde in Chromophoren spalten sich in Schwingungs- und
Rotationsniveaus auf, wobei die letzteren in gelosten, adsorbierten oder kova-
lent gebundenen Farbstoffen eingeschrinkt sein kénnen. Farbstoffmolekiile sind
zu den benachbarten Molekiilen in Lésung unterschiedlich ausgerichtet. Dadurch
weichen ihre Energieniveaus geringfiigig voneinander ab. Die daraus resultieren-
den, energetisch benachbarten Uberginge finden sich als iiberlagerte breite Ab-
sorptionshanden im Farbstoffspektrum wieder.

Indessen miissen bei quantitativen Fluoreszenzmessungen Streueffekte beach-
tet werden. Insbesondere bei kleineren Anregungswellenlingen im UV treten
Streueffekte, bedingt durch die Zunahme der Rayleigh-Streuung mit der vierten
Potenz der Wellenzahl, verstiarkt in Erscheinung.

Im Grundzustand Sy befindet sich ein Chromophor mit den umgebenden
Losungsmittelmolekiilen im thermischen Gleichgewicht. Durch Absorption eines
Photons wird dieses innerhalb von 10~1%s in den S;-Zustand iiberfiihrt. Nach dem
Franck-Condon-Prinzip &ndert sich dabei nur die Elektronenverteilung, dagegen
sind die Kernbewegungen wesentlich langsamer |Con28|. Ebenso rasch werden die
Elektronenverteilungen der gegebenen Umgebung polarisiert und zusatzlich dn-
dert sich das Dipolmoment. Nach einem Absorptionsvorgang wird mittels internal
conversion (IC) ein Teil der absorbierten Energie intern verteilt bis der Schwin-
gungsgrundzustand auf dem S;-Niveau erreicht ist; dieser Vorgang benoétigt circa
10712,

Zur Darstellung der moglichen Ubergéinge innerhalb der elektronischen An-
regungsniveaus mit den gekoppelten vibronischen Moden bietet das Jablonski-
Diagramm in Abbildung 1.1(b) einen schematischen Uberblick.

Beim Ubergang mit verbotener Spinumkehr (intersystem crossing, ISC) zum
Triplettzustand #ndert sich die Spinmultiplizitit. Der Ubergang in den energe-
tisch tiefer liegenden Triplettzustand ist spinverboten und weist daher eine klei-
nere Ubergangsrate auf, obwohl der T}-Zustand energetisch dem S;-Zustand be-
nachbart ist. Besetzt der Chromophor den Triplettzusand (77), bleibt er relativ
lange, iiber mehrere Mikrosekunden, im 7}-Zustand, da der Ubergang in den
Grundzustand (Sy) gleichfalls nicht erlaubt ist. Von 7T} sind strahlungslose Rela-
xationen (IC) moglich oder ein Photon wird als Phosphoreszenzstrahlung emit-
tiert. Phosphoreszenz tritt {iberwiegend in Festkérpern auf, da in fliissigen Phasen
durch die lange Lebensdauer des Ti-Zustandes eine Energieabgabe durch Stofs-
relaxation wahrscheinlicher wird. Zusédtzlich kénnen Schwingungsmoden durch
Stoke mit Nachbarmolekiilen auf diese iibertragen werden, was als Schwingungs-
relaxation (vibrational relazation) bezeichnet wird |[Kas52|. Fluoreszenzfarbstoffe
sind nach der Anregung in der Lage mit merklicher Quantenausbeute Photonen
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wieder bei normalerweise niedrigerer Quantenenergie (Stokes-Shift) zu emittie-
ren. Im Falle der Fluoreszenz wird beim Ubergang S; — Sy ein Photon emit-
tiert. Der Spin-erlaubte Ubergang wird in Lésung spontan ablaufen, soweit keine
externe Emission einen Ubergang stimuliert und keine reflektierenden, dielektri-
schen oder metallischen Grenzflichen mit hohen Brechungsindexunterschieden
in unmittelbarer N&he des Fluorophors vorliegen [Dre74|. Wegen des Energie-
verlustes durch Schwingungsrelaxation findet die Emission gegeniiber der Anre-
gung rotverschoben statt, der sogenannte Stokes-Shift. Das angeregte Molekiil
kann neben den bereits angesprochenen Prozessen auch durch intramolekularer
Ladungsiibertragung, Konformationsdnderungen, Exiplex- oder Eximerbildung
oder Energietransfer in den Grundzustand gelangen. Die Art der Wechselwirkung
hangt stark von den Eigenschaften des S;-Zustands, sowie dessen Umgebung, ab.
Die typischen Eigenschaften des Fluoreszenzsignals Fluoreszenzlebensdauer 7y, -
quantenausbeute ® 5 und das -spektrum Ay werden durch diese unterschiedlichen
Abklingverhalten beeinflusst und lassen dadurch Riickschliisse auf die Umgebung
des Chromophors zu. Unter anderem macht man sich diesen Zusammenhang bei
der Einzelmolekiil-Fluoreszenz-Mikroskopie zu nutze.

1.1.2 Methoden der Mikroskopie

Die Entwicklung des Mikroskops ist hauptsichlich mit zwei Namen assoziiert:
Robert Hooke und Antonie van Leeuwenhoek. Robert Hooke beschrieb sein
einfaches Micrographia, neben ersten Beobachtungen einer Korkzelle durch selbi-
ges im Jahre 1665 in einem Buch, was die erste Publikation iiber ein Mikroskop
darstellt. Etwa zur derselben Zeit baute van Leeuwenhoek mehr als 500 einfa-
che Mikroskope, die lediglich aus einer einfachen Linse bestehen. Erst durch die
Entwicklung achromatischer Linsen Anfang des 19. Jahrhunderts wurde es mdog-
lich, das heute bekannte Lichtmikroskop zu bauen. 1873 konnte Ernst Abbe die
theoretischen Grundlagen der optischen Mikroskopie durch seine Beschreibung
der Auflésungsgrenzen von Linsen schaffen |[Abb73|. Im Wesentlichen zeigte er,
dass Licht, welches von einer Punktquelle stammt, nur bis zu einem Volumen der
lateralen und axialen Ausdehnung der Halbwertsbreite (engl. full with half maxi-
mum, FWHM) der Punktabbildungsfunktion (engl. point spread function, PSF)
fokussiert werden kann. Die bekannte oft genutzte Beziehung zur Beugungsgrenze

lautet:
A

2n - sin(a)

A

T o sin(§)?

dy,y = (1.2)

(1.3)
wobei A die Wellenldnge, n der Brechungsindex des Immersionsmediums und

o der halbe Offnungswinkel des maximal passierbaren Lichtkegels der Objektiv-
linse ist. Dabei ist n - sin(a) die numerische Apertur einer Linse (NA), welche
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Abbildung 1.2: Verschiedene Ausleuchtungsschemata eines (a) Weitfeldmikro-
skops und eines (b) TIRFM

einen Wert von bis zu 1,65 erreichen kann. Passiert Licht also eine Linse im Mi-
kroskop entsteht ein kleines, kreisformiges Beugungsmuster, im Durchmesser die
sogenannte Airy-Scheibe (engl. airy-disk,) der PSF, dessen Radius durch u.a. die
optischen Elemente bestimmt ist. Diese beugungsbedingte Ausdehnung benach-
barter Punktquellen konnen sich iiberlagern und bestimmen damit die Auflésung
des optischen Systems. Nach dem Rayleigh-Kriterium, in etwa gleichbedeutend
mit dem Ansatz von Abbe (0,61 bzw. 0,5), gelten solche Emitter als aufgelost de-
ren Mittelpunkte (Maxima) der Airy-Scheibe gerade nicht mehr auf dem ersten
Minima des jeweils anderen liegen (Gleichung 1.5) [Hec05].

In der Weitfeldmikroskopie wird eine ausgedehnte Ausleuchtung der Probe
durch monochromatisches Licht erzeugt, welches auf die hintere Brennebene des
Objektivs fokussiert ist (Abb. 1.2(a)). Die Sammlung des Fluoreszenzsignals der
Probe erfolgt durch ein Objektiv mit hoher NA und wird durch einen dichroi-
tischen Spiegel vom Anregungslicht getrennt. Das Fluoreszenzsignal kann durch
eine CCD-Kamera (ladungsgekoppeltes Bauteil, charged-coupled device) detek-
tiert werden. Um beispielsweise zellulire Proben auf Einzelmolekiil-Niveau zu
beobachten, ist diese Form der Ausleuchtung allerdings wenig geeignet, da durch
die weite Ausleuchtung eine hohe zu detektierende Schichtdicke entsteht, die in
kontrastarmen Bildern mit hohem Hintergrundsignal resultiert. Schrig einfallen-
des Anregungslicht kann das Signal-zu-Rausch-Verhéltnis verbessern.

Umgesetzt wurde dies vor rund 30 Jahren durch Daniel Axelrod et al.. mit
der Internen Totalreflexionsmikroskopie (TIRFM) [Axe81, Axe03, Axe(8|.
Bei dem in der vorliegenden Arbeit verwendeten Objektiv-basierendem TIRFM
[SGAS00]| gelangt Anregungslicht, wie im Weitfeldmikroskop, orthogonal zur hin-
teren Brennebene des Objektivs aus selbigem, aber nicht aus dem Zentrum, son-
dern relativ dazu verschoben, aus der Peripherie des Objektivs. Dabei wird ein
evaneszentes Feld durch totale Reflexion des Laserlichts an der Grenzfliche zwi-



schen Deckglas (n, = 1,523) und Probe (nwgsser = 1,33) aufgrund deren unter-
schiedlichen Brechungskoeffizienten erzeugt. Dem Snelliusschem Gesetz folgend
knickt der Laserstrahl beim Eintreten in die wéssrige Probe mit niedrigerem Bre-
chungsindex (n, > n,,) als Glas von der Normalen weg [Hec05]| :

N - sin(0g)

sin(0r) = (1.4)

Ny

Totale Reflexion tritt ein, sobald der Einfallswinkel grofer als der Grenzwin-
kel O¢ ist (0g > O¢). Das Anregungslicht verlduft parallel zur Grenzfliche, wenn
Or = 0¢ gilt, und erzeugt das evaneszente Feld mit einer Ausdehnung bis zu 100
nm iiber der Grenzfliche und mit einer exponentiell abfallenden Anregungslei-
stung mit der Entfernung zum Deckglas (1.2(b)). Weiterfithrende Betrachtungen
zur klassischen Strahlenoptik beziiglich TIR sind in Kapitel 4 von [Hec05] zu fin-
den. Das Konzept des TIRMs wurde aufgrund des reduzierten Hintergrundsignals
und des besseren Signal-zu-Rausch-Verhéltnisses bereits 1994 zur Einzelmolekiil-
detektion eingesetzt [FHMT94].

Im Gegensatz zur Weitfeldmikroskopie werden im konfokalen Mikroskop
nur Photonen, die aus Bereich der Fokusebene stammen, durch eine Lochblen-
de und damit auch weniger Streulicht detektiert. Durch die Lochblende werden
punktférmige Anregung- und Detektion-PSFs mit dem gleichen konfokalen Volu-
men erzeugt (weitere Beschreibung zur Bildentstehung finden sich unter [SC77]).
Der ideale Durchmesser der Lochblende, ein Kompromiss zwischen Signalstirke
und Auflésung, ist bestimmt durch Dyochbiende = Movjektiv * Mscankops - 2Riaterat
wobei

0,61\,
NA
Movjektiv Und Mgcankops jeweils die Vergroferung des Objektivs bzw. des Scan-
kopfes, AU die Einheit der airy-Scheibe (engl. airy unit), Rigera die laterale
Auflésung des konfokalen Systems mit minimal 300nm (bis zu 600nm axial)
und A, die Anregungsswellenliinge darstellt. Beim Confocal laser scanning Mi-
kroskop (CLSM) rastert das konfokale Volumen mit Hilfe eines motorisierten
Spiegels die Probe linienweise ab und erzeugt so optische Schnittbilder der Pro-
be. Je nach Frequenz und Anzahl der Pixel kann es aufgrund des mechanischen
Abrasterns durch Piezo-betriebene Spiegel Sekunden dauern bis ein komplettes
Bild aufgenommen wird. Das Signal wird mittels Photo Multiplier Tubes (PMT)
oder Avalanche Photo Dioden (APD) detektiert. Dies wurde durch eine alter-
native Methode der Rasterung beim sogenannten Spinning Disk-Mikroskop
verbessert. Hier wird das konfokale Volumen nicht durch eine einzige Lochblende
erzeugt. Vielmehr werden durch bis zu 1000 Lochblenden, die in Bégen auf einer
routierenden Nipkow-Scheibe angeordnet sind, eine ganze Reihe von konfokalen
Volumina generiert |[PHEG68|. Die Erweiterung durch eine zweite Scheibe mit
gleichférmig angeordneten Mikrolinsen hat den Vorteil, das sie das Anregungs-

1
Rlate'ral - §AU = (15)
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licht genau auf die einzelnen Lochblenden der Nipkow-Scheibe und dadurch zu
einer erhdhten Anregungsleistung durch den kollimierten Laser und reduziertem
Streulicht fiihrt [1102|. Es wird eine Bildrate von mehr als 30 £ erreicht. Damit
ist es moglich biologische Spezies mit geringerer Phototoxizitdt zu untersuchen.
Die Detektion erfolgte iiber eine Charge Coupled Device- (CCD-) Kamera.

1.1.3 Optionen der Fluktuationsmessung

Bislang wurden Rezeptor-Liganden-Interaktionen mit molekularbiologische sowie
biochemische Techniken oder biophysikalischen Methoden, wie Fluoreszenzrege-
neration nach Photozerstérung (FRAP) [SWKT07| oder Fluoreszenzkorrelations-
spektroskopie (FCS) [WWKT11| untersucht. Biophysikalische Methoden haben
gegeniiber molekularbiologischen und biochemischen Techniken den Vorteil, dass
die Wechselwirkung auf molekularer Ebene in funktionsfahigen Zellen beobach-
tet werden kann. Die zeitliche Information die durch das Fluoreszenzsignal bereit
gestellt wird, ldsst sich in vielerlei Hinsicht nutzen. Zwar haben Techniken, wie
FRAP |RNO1| und FCS |LSSKO01|, wesentlich zur Aufklirung von Proteinwech-
selwirkungen beigetragen, doch basieren erhaltene Daten auf Mittelwertbildung
in Ensemblemessungen. Im Unterschied dazu ist es mit Einzel-Partikelverfolgung
moglich, quantitativ und in Echtzeit einzelne Partikel zu verfolgen [Sax08].

Mit Fluoreszenzregeneration nach Photozerstérung oder Fluorescence
recovery after photobleaching (FRAP) lassen sich die zweidimensionalen
Molekiilbewegungen in kiinstlichen oder Zellmembranen iiber den Diffusionsko-
effizient charakterisieren |[LSSKO01|. Dazu wird ein Bereich der Membran irrever-
sibel durch einen Laserpuls gebleicht und das wiederkehrende Fluoreszenzsignal
detektiert. Dieses stammt von unbestrahlter Membran der Umgebung, die in den
Bleichpunkt diffundieren, womit die Rate an wiederkehrender Fluoreszenz mit der
Zeit beobachtet werden kann. Durch diese Rate kann der Diffusionskoeffizient der
beweglichen Molekiile bestimmt werden. Da nur die Fluoreszenz mobiler Partikel
wiederaufkommt, kann aus der Differenz zwischen urspriinglich vorhandener und
wiederkehrender Fluoreszenzintensitét, aukerdem der Anteil unbeweglicher Parti-
kel bestimmt werden. Der Diffusionskoeffizient berechnet sich aus dem Zeitpunkt
tp, an dem die Hélfte Intensitét des wiederkehrenden Fluoreszenzsignals erreicht
ist und aus dem Radius des fokusierten Laserstrahls w mit

_ W

D = .
4Atp

(1.6)
Der Korrekturfaktor v in Gleichung 1.7 beriicksichtigt die verwendete Intensitét
und Strahlengeometrie des Lasers. Komplexere Analyse der zeitabhingigen Re-
generation des Fluoreszenzsignals kénnen Informationen iiber die Bindung und
Interaktion von Molekiilen liefern.

Auch Fluoreszenz-Korrelations-Spektroskopie macht es méglich die Dif-
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Abbildung 1.3: Prinzip der FCS-Messung. Ein fokusierter Laser erzeugt ein 1 fl
grofies fokales Volumen durch das die fluoreszenten Partikel diffundieren. Durch
FCS kann die Fluoreszenzfluktuation dieser Partikeln zeitabhdngig bestimmt wer-
den.

fusion fluoreszenzmarkierter Molekiilen in der Membran zu bestimmen [WWK™*11,
KHS07, MOS11|. Hier wird die Fluoreszenzfluktuation § F'(t) um eine zeitlich ge-
mittelte Fluoreszenzintensitit (F'(t)) gemessen, die fluoreszente Molekiile bei der
Diffusion durch ein konfokales Volumen emittieren (Abb. 1.3). Die Fluktuation
des Fluoreszenzsignals stammt fiir gewShnlich von der Anderung der Partikelan-
zahl im fokalen Volumen. Um diese Fluktuationen auszuwerten wird die Auto-
korrelationsfunktion der Fluktuationen der Fluoreszenzintensitat durch

(SF(t)6F(t +7))°
(F'(t))

berechnet, wobei 7 die Korrelationszeit ist. Die Autokorrelationsfunktion ist ein
Mak fiir die Selbstdhnlichkeit der Fluoreszenzintensitit iiber die Zeit und strebt
daher fiir lange Zeitdifferenzen gegen null, wobei sich schnell bewegende Partikel
bei kurzen Korrelationzeiten zur Amplitude der Kurve beitragen. Die Diffusions-
zeit kann aus Gleichung 1.7 berechnet werden. Wie bei dem Analogon Image
correlation spectroscopy [SMGT09| werden hier Mittelwerte iiber das gesamten
System betrachtet.

G(r) = (1.7)

Einzelpartikelverfolgung oder Single Particle Tracking (SPT) ist ei-
ne quantitative Analysemethode zur Untersuchung von zelluldren Dynamiken aus
Zeitrafferexperimenten, die im Weitfeld oder TIRFM aufgenommen wurden. SPT
erkennt einzelne Partikel und verfolgt deren Bewegung iiber die Zeit. Wobei ein
yPartikel” jegliches zu untersuchendes Objekt, vom einzelnen Molekiil bis zu ei-
nem makromolekularen Komplex sein kann, an dem selektiv ein in der Regel
fluoreszentes Signalmolekiil bindet. Bewegungstrajektorien und Diffusionskoef-
fizienten von einzelnen Partikeln kénnen mit Hilfe von Verfolgungsalgorithmen
bestimmt werden, was voraussetzt, dass die Partikel in jedem Bild eines Videos
erkannt und in einem zweiten Schritt die korrespondierenden Partikel Bild fiir
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Bild miteinander verkniipft werden kénnen. Neben dem mittleren Diffusionsko-
effizienten lassen sich auch Klassen von Partikel bestimmen, die gewissen Bewe-
gungsmustern folgen. Der Algorithmus spielt also eine zentrale Rolle, da dieser die
Genauigkeit und Effizienz der Technik erh6hen, ihr aber auch gleichzeitig Grenzen
setzt. Gegenwértig gibt es eine Fiille von Programmen zu diesem Zweck, die aber
alle aus den zwei Schritten Detektion und Verkniipfung bestehen [CSACT14]. Die
Genauigkeit dieser Programme héngt auch von der Qualitit der zugrunde lie-
genden Daten ab, wie beispielsweise hohe Dichte, Signal-zu-Rausch-Verhéltnis
und Bewegungsheterogenititen der Partikel sowie Verschmelzen oder Teilen von
Partikeln [JLMT08|. Der Partikelverfolgungsalgorithmus, der in Kapitel 2.1 Ver-
wendung fand, betrachtet das Verbinden von Partikeln als lineares Zuordnungs-
problem und vermag es Liicken in einer Partikeltrajektorie durch Optimierung
der Kostenfunktion zu schlieffen [JLM*08] (siehe Kapitel 4.5).

1.1.4 Markierung von Biomolekiilen

Wie bereits eingangs erwihnt, ist es fiir einzelmolekiilspektroskopische Untersu-
chungen wiinschenswert, dass die Fluoreszenzmarkierung im stéchiometrischen
Verhiltnis an das zu untersuchende Protein (protein of interest, POI) bindet.
Aufserdem sind eine hohe Quantenausbeute und eine geringe Groke, sowie hohe
Photostabilitdt von Vorteil. Zur Verfolgung von Proteinen in lebenden Zellen wer-
den hiufig fluoreszente (FP) sowie photoaktivierbare Proteine eingesetzt [DD09).
Die Herstellung eines Fusionsproteins aus FP und zu untersuchendem POI erlaubt
es, das Protein in Raum und Zeit zu verfolgen. Ihren groken Erfolg verdanken
FPs ihrer kompakten Struktur; die Proteine sind circa 240 Aminosduren lang, was
circa 27 kDa entspricht, und bilden ein Fass aus einem 11-stringiges S-Faltblatt
[CMLL10|. Im Zentrum befindet sich eine Helix aus drei Aminosiauren, die das
Chromophor bilden. Im Falle des griin fluoreszierenden Proteins (GFP) geschieht
dies durch Zyklisierung und Oxidation der Reste Sergs —Tyres — Glygry [OCKT96).
Das umgebende Faltblatt schirmt die Helix von der Umgebung ab, bewahrt es
vor Denaturierung und schafft ein Milieu, indem es fihig ist zu fluoreszieren.
Durch zielgerichtete Mutagenese der das Chromophor umgebende Aminosiu-
ren konnten die spektralen Eigenschaften der FPs stark variiert werden, sowie
Photoumwandlung ermdglichen |SST05|. Gegenwértig ist eine ganze Fiille von
FPs mit unterschiedlichen Emissions-und Extinktionsspektren, pH-Sensitivitét,
Helligkeit, und photophysikalischen Eigenschaften, sowie schnellerer Reifungszeit
verfiigbar [DD09|. Neben den spektralen Eigenschaften ist wichtig, dass die Um-
gebung dem pK, des FPs entspricht. Fiir einige FPs konnte gezeigt werden, dass
diese pH abhéngig in ihrer Fluoreszenz geloscht werden, beispielsweise zum in
zelluldren Organellen mit einem pH-Wert unter 0,5 [SSTO05].

Alternativ stehen mittlerweile eine ganze Reihe von sogenannten 7Tags zur
Verfiigung, die auf Protein-Liganden-Interaktion [KGG103, MCSC05, GSHV07,
GJHT 08|, Metallchelatbildung |Gri98, LGTP06] oder auf enzymatischen Reaktio-
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nen |[CHLTO05, HCGT06, PAG'07] basieren. Sie haben den grofen Vorteil orga-
nische Farbstoffe, welche eine hohe Quantenausbeute und Photostabilitit zeigen,
mit Proteinen verbinden zu konnen. Das erste Protein, dass zur Katalyse einer
kovalenten Bindung eines Fluorophors an ein Protein in einer Zelle verwendet
wurde, war das 20-kDa groke humane DNA-Reperaturprotein O°-Alkylguanin-
DNA-Alkyltransferase (hAGT oder SNAP-tag) [JGKT03, KGG103|. Das Protein
katalysiert die Reaktion eines O%-Alkyl- oder O%-Benzylguanin mit einem Cystein
des POI. Kiirzlich konnte eine neue Form des Tags, CLIP-tag, entwickelt werden,
das spezifisch mit parasubstituiertem O°-Benzylcytosin reagiert [GJH'08|. Ne-
ben dem Enzym hAGT wurde auch der auf das bakterielle Enzym Haloalkande-
halogenase basierende HaloTag zur kovalenten Bindung von Farbstoffliganden an
POIs umfunktioniert |[LEM*08|. Die Haloalkandehalogenase entfernt Halogene
von Alkanen durch nukleophile Substitution, dadurch wird im aktiven Zentrum
des Enzyms ein Carbonsiureester zwischen der Alkankette des HaloTag-Liganden
und Aspartat gebildet. Der HaloTag hat gegeniiber dem SNAPTag den Vorteil,
dass das natiirliche Enzym in humanen Zellen nicht vorhanden ist. Endogenes
hAGT hingegen kann in humanen Zellen mit dem O%-Benzylguaninliganden rea-
gieren und fiihrt dadurch zu unspezifischem Fluoreszenzsignal. Zur Markierung
des EpoRs fand in Kapitel 2.1 der HaloTag und in Kapitel 2.2 GFP Verwendung.

1.1.5 Membranorganisation und Rezeptor-Clustering

Die Membranorganisation und deren Funktion wurden in der Vergangenheit haupt-
séchlich durch biochemische und molekularbiologische Methoden studiert. Durch
diese Techniken war es moglich die Vielzahl der Molekiile, die fiir den Mem-
branaufbau verantwortlich sind, zu identifizieren. Allerdings wurde dabei weni-
ger das dynamische Geschehen als vielmehr ein sehr statisches Bild der Plasma-
membran gezeigt. Mittlerweile konnte durch eine Vielzahl von Studien bewiesen
werden, dass die grundlegenden Funktionen der Membran stark von dessen Zu-
sammensetzung abhingig sind |L.S10|. Betrachtet man ein elektronenmikroskopi-
sches Bild der Plasmamembran, wird deutlich, wie stark das Zytoskelett Einfluss
auf die Organisation und Beweglichkeit der Molekiile in der Membran nehmen
kann (Abb. 1.4). Erkennbar sind kleine Kavitéiten, die durch die engmaschigen
Aktinfilamente verursacht werden. Die Kompartimentierung der Membran wird
vom Zytoskelett durch feste Verankerung von Proteinen und durch Bildung von
gitterartigen Barrieren verursacht. Es konnte gezeigt werden, dass das Zytoske-
lett aktiv die Verteilung und Cluster-Bildung von Molekiilen in der Membran
hemmen [BWO04| oder herbeifiihren [Bau03| kann.

Die Kompartimentierung wird auch durch Bildung von Subdomé&nen durch
Lipide (sogenannte lipid rafts) verursacht. Die Cluster-Bildung in Mikrodomé-
nen scheint fiir eine Reihe von Rezeptoren wichtig fiir die Signaltransduktion

zu sein, wie beispielsweise fiir die Interferon-Rezeptoren gezeigt werden konnte
IMME*06|. Der Epidermal Growth Factor Receptor (EGFR) hingegen gelangt,

12



Abbildung 1.4: Elektronenmikroskopisches Bild des Membranzytoskeletts an der
zytoplasmatischen Oberfliche einer Zelle; erkennbar sind Stachelsaumbldischen
(clathrin-coated vesicles), Caveolae und die periodisch wiederkehrenden Muster
der Aktinfilamente, Skala entspricht 100nm (Einsatz 50nm), aus [IMFM*06]

wenn er mit Hilfe von lipid rafts internalisiert wird, iiber Lysosomen zur De-
gradation, wiahrend Clathrin-abhéngig internalisierte EGFR wieder verwendet
werden [SAT108|. Hierdurch wird das Oberflichenvorkommen und damit die
Signaltransduktion beeinflusst. Das Aktinzytoskelett wurde schon vielfach mit
der Regulation von Proteindynamiken in der Membran in Verbindung gebracht
[ALP*08, CAV*10, TDGG'10, JKTT11|. Lipid rafts konnen auch als Ausgangs-
punkt fiir die Zusammensetzung von membranstindigen oder zytoplasmatischen
Signalmolekiilen dienen (laterales Clustering) und sind von nicht-raft Proteinen
zu unterscheiden. Fiir viele verschiedene Rezeptoren, wie dem EGFR [HBM 10|
oder verschiedenen G-Protein gekoppelten Rezeptoren (G Protein-Coupled Re-
ceptors, GPCR) [BWR™10, SKH"12|, konnte gezeigt werden, dass diese auch
ohne Ligantenbindung als vorgeformtes Dimer vorliegen und Cluster bilden. Be-
schrinkte Diffusion von Proteinen in der Plasmamembran wurde in verschiede-
nen Zelltypen schon mit Techniken wie FRAP, FCS oder SPT beobachtet. Die-
se Untersuchungen haben gezeigt, dass eine eingeschrinkte Beweglichkeit nicht
nur durch das Zytoskelett verursacht wird [CAVT10|, sondern auch durch Wech-
selwirkung mit anderen Komponenten in der Membran, wie durch Analyse der
heterogenen Diffusion von lipid rafts in der Plasmamembran durch STED-FCS
bewiesen werden konnte [MRH"11|. Interaktionen zwischen Proteinen kénnen zu
einer heterogenen Verteilung von Membranbestandteilen fiihren, wie durch SPT-
Untersuchungen demonstriert [JKTT11]. Soeben beschriebene Effekte bilden An-
satzpunkt fiir die in dieser Arbeit in Kapitel 2.1 durchgefiihrten Einzelmolekiil-
studien. Bislang ist unbekannt, in welchem Ausmak der Transport des EpoR und
dessen Signalweiterleitung von der Membranzusammensetzung abhéngig ist und
welche Membranbestandteile dafiir verantwortlich sind diese Prozesse zu regulie-
ren.
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1.2 Aufbau und Funktion des Erythropoetin - Re-
zeptors

Zytokine und Wachstumsfaktoren sind unverzichtbare Regulatoren, die einer Viel-
falt von immunologischen und entziindlichen Prozessen, sowie bei Wachstum und
Differenzierung eine grofe Rolle spielen. Die onkologische Forschung konzentriert
sich in letzter Zeit darauf, tumorspezifische Antigene, wie beispielsweise Zytokin-
rezeptoren an Zelloberflichen, zu untersuchen. Fiir Therapie und Prognose von
Krebserkrankungen ist es unerldsslich diese Rezeptoren und die Wirkung, der
dazu entwickelten Therapieansétze grundlegend zu verstehen.

Die Familie der Zytokinrezeptoren werden in zwei Typen klassifiziert. Zu Typ
[ gehoren Erythropoetin (Epo), Prolaktin und Somatotropin, wihrend IFN-a, -5
und -v den Typ IT Rezeptoren angehoren. Die Zytokin-Rezeptoren bestehen aus
drei Bausteinen: einem extrazelluldren Bereich, der Transmembrandoméne und
einem intrazellulirem Bereich. Letzterer besitzt selbst keine enzymatische Funk-
tion und ist daher mit Januskinasen (JAKs) zur Signalweiterleitung assoziiert
(sieche Abbildung 1.5). Der EpoR wird im gesunden Organismus in Erythrozyten-
Vorlauferzellen im Knochenmark gebildet, wo er durch Epo aktiviert die Erythro-
poese reguliert (1.6).

Epo
EpoR
Zellmembran

STATS5 @

Nukleu/
%

Abbildung 1.5: Aufbau des Erythropoetin-Rezeptors. Der EpoR aktiviert neben
dem JAK-STAT-Signalweg, auch mitogen-activated protein kinases (AKT) und
extracellular signal-regulated kinases (ERK). in Anlehnung an [ES12]

Endogen liegt Epo im Blutplasma mit einer Konzentration von 5 pM vor
|[ES12], kann allerdings abhingig von der Sauerstoffsittigung im Blut und im
Gewebe um Faktor 1000 ansteigen. Das Zytokin wird bei adulten Organismen
in interstitiellen Zellen der Niere, sowie in Hepatocyten und Kupffer-Zellen der
Leber produziert |[Kra91|.

Wie kristallographische Studien zeigen, liegt der Rezeptor schon im unsti-
muliertem Zustand in vorgeformten Homodimeren an der Plasmamembran vor
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Abbildung 1.6: Schematische Darstellung verschiedener Stadien der menschli-
chen Erythropoese In Anlehnung an [ES12]

|[Liv99]. Es wurde aber ebenso die Theorie vorgeschlagen, dass der EpoR es
vermag Heterodimere zu bilden |FVZ*10|. Vergleichbar mit anderen Zytokin-
Rezeptoren wird bei der Signaltransduktion des EpoR ein Ligandenstimulus (Epo)
in eine Verdnderung der Genexpression iibertragen. Sobald Epo an einem EpoR-
Dimer bindet durchliuft dieser eine Konformationsinderung [PAA196|. Zyto-
plasmatisch assoziierte Januskinasen phosphorylieren sich gegenseitig und werden
dadurch aktiviert. Die phosphorylierten Tyrosinreste bilden Bindungsstellen fiir
Src-homology 2 (SH2)-Doméne der Signal Transducers and Activators of Trans-
cription (STAT)-Proteine [KBHL96|. STAT-Proteine spielen in vielen Signalwe-
gen, von angeborener und erworbener Immunantwort bis zur Zellproliferation,
eine wichtige Rolle [THO4|. Darauthin bilden diese nach Phosphorylierung Homo-
oder Heterodimere, welche in den Nukleus wandern und dort die Expression von
Zielgenen aktivieren. Neben diesem sogenannten JAK-STAT-Signalweg, kénnen
die Signaltransduktionswege PI3K und MEK/ERK aktiviert werden [HABT06].
Aufgrund der notwendigen Aktivierung von Tyrosinphosphatasen, die JAK2 de-
phosphorylieren, der Herrunterregulierung von EpoR sowie der Induktion und
Bindung von Negativregulatoren [COYKNO4], ist die Beendigung der Signalkas-
kade wesentlich langsamer als dessen Aktivierung |[CF14|. Die Signaltransduktion
des EpoR ist stark von dessen Internalisierungsrate abhéingig |GL0O6|. Die Inter-
nalisierung des Rezeptors kann das Signal nicht nur verstirken, sondern scheint
dessen Genauigkeit zu erhéhen [SvZ09|. Zudem wurde die These aufgestellt, dass
Liganden-induzierte Endozytose der in der Membran befindlichen Rezeptoren,
die Signalkaskade unterbricht [WVK™05|. Dariiber hinaus zeigt der EpoR aber
auch liganden-unabhéngige Endozytose |[BLQL99|.

Der EpoR hat mit einer Dissoziationskonstante von circa 100 pM eine sehr
hohe Affinitdt zu Epo [BLB191|. Verglichen mit anderen Rezeptortypen ist die
Zahl der Rezeptoren pro Zelle allerdings relativ gering, wobei nur ein Anteil da-
von an der Membran zu finden ist [YLN'93|, der Hauptanteil des EpoR ist in
intrazellularen Reservoirs zu finden [YDL90|. Die relativ kurze Besténdigkeit von
rekombinantem humanem Epo (rhEpo) im Blutserum zur Therapie von Blut-
armut bei Krebs, Aids, Niereninsuffizienz und anderen chronischen Krankheiten
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hat zur Entwicklung einer Vielzahl von Epo-nachahmenden Medikamenten ge-
fithrt [DKY 13|, [Jell4], wie zum Beispiel das hyperglykolisierte novel erythro-
potesis stimulating protein (NESP) oder continuous erythropoietin receptor ac-
twator (CERA), die zwar beide eine ldngere Halbwertszeit, aber eine geringere
Affinitét zum Rezeptor aufweisen |GLO6|. In klinischen Studien konnte gezeigt
werden, dass Krebspatienten, die mit rekombinantem humanem Epo rhFEpo oder
Analogons behandelt worden sind, eine héhere Tumorwachstumrate und damit
eine geringere Uberlebensdauer erwarten |[ZDB*14|. Ein méglicher Erklirungs-
ansatz ist, das auch Tumorzellen EpoR exprimieren, wie bereits 1992 von Kayser
et al. beschrieben |[KG92|, und damit die Angiogenese des Tumors bei Gabe von
Epo vorantreiben |Rib10, HS11|. Fiir Brustkrebs konnte kiirzlich gezeigt werden,
das die Selbsterneuerung der Krebszellen durch Epo stimuliert wird, aber die
gleichzeitige Inhibition von JAK2 eine vielversprechende Therapieform darstellt
|ZDB*14|. Das Phinomen der Stimulation des Tumorwachstums sowie geeigne-
te Gegenmaknahmen, sind Gegenstand andauernder Untersuchungen [Jel14]| und
Motivation der vorliegenden Arbeit.

1.3 Mathematische Modellierung biologischer Sy-
steme

Um ein umfassenderes Verstdndnis von der Adaption und der Regulatoren von Si-
gnalnetzwerken in Zellen zu erhalten, reicht eine statische Darstellung der Vorgén-
ge nicht aus. In der Systembiologie machen quantitative mathematische Modelle
es moglich, dynamische zellulare Vorgénge, wie die Signaltransduktion, detaillier-
ter zu beschreiben [ABLS06|. Solche Modelle werden verwendet um Besonderhei-
ten des zugrunde liegenden Prozesses vorhersagen zu kénnen oder Teile davon
besser zu verstehen. Am héufigsten sind Modelle, die auf gewohnlichen Differen-
zialgleichungen (ODE, ordinary differential equation) basieren, genutzt worden
um Signaltransduktionsprozesse zu beschreiben [SK13|. Ein ODE Modell besteht
aus einem Netzwerk miteinander gekoppelter Geschwindigkeitsgleichungen fiir je-
de mit einbezogene Signalkomponente. Dabei wird die Kinetik jeder involvierten
Reaktion mit einer Geschwindigkeitskonstanten beschrieben, die abhdngig von
der Konzentration der jeweiligen Edukte und Produkte des Modells ist.
Zelluldre Heterogenitét kann in vielen grundlegenden Prozesse von der gene-
tische Ausstattung bis zur Differenzierung von Zellen auftreten. Durch Analyse
der zelluldren Variabilitdt lassen sich Schliisselregulatoren, die zu dieser Hetero-
genitét fithren, identifizieren und damit komplexe Modelle auf relevante Kom-
ponenten hin vereinfachen. Untersuchungen, die sich bereits mittels mathema-
tischen Modelle mit dem EpoR-Signalweg auseinandersetzten, basierten ledig-
lich auf Populationsdaten und befassten sich entweder mit dem Transportme-
chanismus und Signaltransduktion des EpoR [BSB*10| sowie verschiedenen Epo-
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Spezies |GLO6| oder dessen Signalweiterleitung iiber den JAK-STAT-Signalweg
[VBP*08, BRS*12|. So konnten Becker et al. durch mathematische Modelle quan-
titativer Westernblotdaten zeigen, dass das Zusammenspiel von Epo und EpoR
an der Membran einen grofsen Konzentrationsbereich an Epo in ein lineares Signal
umwandeln kann [BSB*10]. Die Dynamik des EpoR Transports konnte zusam-
mengefasst sehr gut durch ODE basierte Modelle charakterisiert werden. Bislang
wurde der Erythropoetinsignalweg aber noch nicht hinsichtlich seiner zelluldren
Variabilitdt untersucht. Dies ist Gegenstand von Kapitel 2.2 dieser Arbeit.

1.4 Motivation

Die Gréfsenordnung mit der Zellrezeptoren an der Oberfliche prasentiert wer-
den, beeinflusst das Ausmaf der Zellantwort auf externe Stimuli, welche dadurch
wandlungsfihig bleibt. Zunehmend sprechen Anhaltspunkte dafiir, dass die Zell-
membran als dynamisch und komplex aufgebauter Teil der Zelle gemeinsam mit
dem Zytoskelett Proteintranslokationen, Sekretion und Internalisierung aktiv und
passiv steuert und damit die Rezeptorfunktion beeinflussen kann. Ziel dieser Ar-
beit ist es, die Dynamik des EpoR sowohl der Zellmembran als auch in einzelnen
Zellen weitreichender zu verstehen.

Dabei sollte die Frage beantwortet werden, welche Bestandteile der Membran
fiir die Translokation des Rezeptors verantwortlich gemacht werden konnen, wel-
chen Einfluss die Transmembrandoméne auf diese Prozesse hat und wie einzelne
Rezeptoren auf Ligandenstimulus reagieren. Auferdem sollte untersuchte werden,
welche Prozesse fiir zelluldre Variabilitdt verantwortlich gemacht werden kénnen,
um daraus Riickschliisse auf zugrundeliegende essentielle Regulationsvorgénge
ziehen zu konnen.

Dazu wurde der Erythropoetinrezeptor im ersten Teil der Arbeit stochiome-
trisch markiert und erstmals durch TIRFM Messungen charakterisiert. In Folge
dessen wurden die Anteile der Bewegungsformen des Rezeptors und der Einfluss
der Membran auf selbige untersucht.

Des Weiteren hat sich diese Arbeit zum Ziel gesetzt grundlegende Prozesse,
die fiir variablen EpoR Transports verantwortlich gemacht werden kénnen, mit
Hilfe der Verkniipfung quantitativen Einzelzelldaten mit Zell-Ensemble-Modellen
zu ermitteln.
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Kapitel 2

Experimente und Ergebnisse

Der Anteil an Adenokarzinomzellen eines NSCLC-Tumors betrigt 40% (Kapi-
tel 1). EpoR konnte auch in Adenokarzinomzellen, wie den Lungenkrebszellen
H838 nachgewiesen werden, wobei rhEpo die Phosphorylierung von STAT5, Akt
und ERK verursacht [DMLO07|, was in Kapitel 1.2 ausfiihrlicher beschrieben ist.
Diese Zelllinie wurden daher im Rahmen der Arbeit gewihlt, um sowohl die
Kinetik des EpoR an der Membran als auch seine molekulare Interaktion inner-
halb der Zelle zu beobachten. Die bis dato verdffentlichten Untersuchungen, die
die Epo-EpoR-Wechselwirkung und deren Signaltransduktion charakterisieren,
basieren bislang auf Populationsdaten. Der erste Teil der Arbeit behandelt da-
her die Einzelmolekiil-Verfolgung des EpoRs an der Zelloberfliche, um Aussagen
iiber seine Dynamik und Verteilung in einzelnen Zellen treffen zu kénnen. Hierbei
sollte gezeigt werden, ob der Rezeptor ligandeninduziert Cluster bildet, welchen
Einfluss rthEpo auf die Bewegung einzelner Rezeptoren hat und welche Kompo-
nenten der Zelle diese Bewegung bewirken. Die quantitative Beobachtung der
Heterogenitiat des Rezeptortransports zwischen Zellen und die Entwicklung von
Zell-Ensemble-Modellen im zweiten Teil sollen Aufschluss dariiber bringen, wel-
che Prozesse gegeniiber den bereits bestehenden Modellen des EpoR Transports
verantwortlich fiir die zellulidre Variabilitit sind.

2.1 Einzelmolekiiluntersuchungen zur Dynamik des
EpoR

Rezeptor- Clustering und deren Organisation in Subdoménen in der Membran ist
ein wesentlicher Bestandteil der Signaltransduktion (siehe hierzu Kapitel 1.1.5).
Bislang ist sehr wenig iiber die zugrunde liegenden Mechanismen bekannt und
in welchem Mafe sie die Féahigkeit eines Rezeptors Signale weiterzuleiten beein-
flussen. Der EpoR liegt auch ohne Stimulation als vorgeformter Homodimer in
der Zellmembran vor |[Liv99|. Neben dem Wildtyp-EpoR (EpoR-wt) wurde auch
seine Transmembranmutante EpoR-T242N in die Versuchsreihe mit eingeschlos-
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sen. EpoR-T242N zeigt vergleichbare Aktivierungs- und Internalisierungskineti-
ken wie der EpoR-wt, zeichnet sich aber durch grofere helikale Abstinde der
Transmembrandoméne aus [Bec07|. Becker et al. konnte zeigen, das eine dicht
gepackte Transmembrandoméne, wie sie beim EpoR-wt im Vergleich zum EpoR-
T242N vorzufinden ist, zu einer Signalverstirkung durch den Rezeptor fiihrt, und
postuliert, dass dies auch mit der Bildung von héher oligomerer Strukturen zu-
sammenhéngt. Unbekannt ist bislang aber, ob aktivierte EpoR tatsachlich Cluster
bilden, um die empfangene Signalantwort zu verstirken.

In den folgenden Kapiteln wurde die Dynamik und Interaktion des EpoR,
sowie die zugrunde liegenden Mechanismus des Rezeptortransports an der Mem-
bran mittels Einzelmolekiil-Methoden untersucht. Zu diesem Zweck trugen die
Rezeptoren extrazellulir den sogenannten HaloTag [LEM™08|, welches die Bil-
dung einer kovalenten Bindung zwischen dem modifizierten Rezeptor und einem
fluoreszenten HaloTag-Liganden enzymatisch katalysiert (Kapitel 1.1.4). Das Fu-
sionprotein aus EpoR-T242N und HaloTag wird im Folgenden als EpoR-T243N
bezeichnet. Als Ligand wurde ein Silicium-Rhodamin-Farbstoff (SiR) gewéhlt,
welcher sich durch exzellente Photostabilitdt auszeichnet (siehe hierzu Kap. 4).
Zunichst mussten die gewéhlten Fusionsproteine jedoch auf ihre Funktion in Zel-
len getestet werden.

2.1.1 Validierung der EpoR-Konstrukte

Die im vorliegenden Kapitel verwendeten Fusionsproteine wurden im Rahmen ei-
ner von mir betreuten Masterarbeit |Sall3| erstellt, in Zellen durch virale Trans-
duktion eingebracht und dessen Funktion nachgewiesen sowie auf Aktivierbarkeit
gepriift. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit sind eine Reihe von Farbstoffkonju-
gaten sowie Konstrukte, getestet worden, wobei sich die Kombination aus Halo-
Tag und SiR-Halo als am geeignetsten erwiesen hat. Um sowohl die Funktionalitét
des Fusionsprotein als auch die Aktivitat des Liganden SiR-Halo zu testen, wur-
den die Zellrezeptoren in Zellkultur gefarbt (ZK) und anschliefend lysiert oder
zunéchst lysiert und dann mit SiRHalo markiert (Zelllysat, ZL) und beide im
Anschluss durch Gelelektrophorese aufgetrennt (Abb. 2.1). Hierbei wurde H838
EpoR-wt und als Kontrolle Wildtyp H838-Zellen (Kontrolle) verwendet. Die Zel-
len wurden in Kultur fiir 15 Minuten mit 0,5 M SiR-Halo behandelt, wiahrend
das entsprechende aus Kultur enthaltene Zelllysat 15 Minuten mit einer Farb-
stoffmenge von 0,1 uM versetzt wurde. Die genaue Vorgehensweise ist in Kapitel
4 zu finden. Abbildung 2.1 zeigt den Rezeptor nach Fiarbung im Zelllysat (ZL),
sowie nach Farbung in Kultur (ZK) in H838 EpoR-wt Zellen sowie die Farbung
von Wildtyp-H838-Zellen in Kultur (Kontrolle).

Im resultierenden Gel in Abbildung 2.1 ist bei den Auftragungen der H838
EpoR-wt Zellen, wie zu erwarten, eine Fluoreszenzbande bei circa 110 kDa er-
kennbar, die dem erfolgreich gefiarbtem Fusionsprotein des Rezeptors entspricht.
Somit konnte die Priasenz des Konstrukts auf Proteinebene nachgewiesen wer-
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Abbildung 2.1: Gelelektrophoretische Auftrennung von markiertem EpoR-wt aus
Immunoprdzipitation bzw. totalem Zelllysat von H838 EpoR-wt Zellen und H858-
Wildtyp-Zellen. Die Farbung erfolgt jeweils mit 0,2 pM SiR-Halo.
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Abbildung 2.2: Effizienz der Halo Tag Markierung. H838 EpoR-wt Zellen wurden
mit verschiedenen Konzentrationen an SiR-Halo gefdrbt und die mittlere Fluo-

reszenzintensitat am TIRFM gemessen. Gezeigt sind Daten aus 4 unabhdingigen
Ezxperimenten (Mittel+STD).

den. Um geeignete Versuchsbedingungen zur Messung der Rezeptordynamik an
lebenden Zellen zu etablieren, wurde eine Titration mit unterschiedlichen Farb-
stoffkonzentrationen an SiR-Halo in H838 EpoR-~wt Zellen durchgefiihrt.

Die mittleren Fluoreszenzintensitdten aus 4 unabhingigen Versuchen sind in
Abbildung 2.2 gegen die Konzentration aufgetragen. Die resultierende Séttigung
kann auf ein spezifische Markierung der Rezeptors zuriickgefiihrt werden. Fiir
SiR-Farbstoffe wurde postuliert, dass diese im spezifisch gebundenen Zustand als
fluoreszentes Zwitterion vorliegt, wihrend sie ungebunden bevorzugt als nicht-
fluoreszierendes Spirolacton vorliegen [LUOT13]. Dieser Effekt kann das Problem
unspezifisches Hintergrundsignal durch Farbstoffaggregate oder durch Bindung
an hydrophobe Strukturen zu erhalten zwar reduzieren, aber nicht ganz elimi-
nieren. Aufgrund der resultierenden Séttigung und um ein optimales Signal-zu-
Rausch Verhéltnis zu erlangen, fand in allen folgenden Experimenten, soweit nicht
anderst angegeben, eine Konzentration von 0,2uM SiRHalo Verwendung.
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2.1.2 Einzelpartikelverfolgung des EpoR

Es ist unumstritten, dass die Cluster-Bildung von Rezeptoren relevant fiir die
Signaltransduktion ist. Fiir die zwei Untereinheiten des Interferon-y-Komplexes
(IFNG) aus der Familie der Zytokinrezeptoren, die IFNG-Rezeptoren 1 und 2, ist
bekannt, dass sich diese erst nach Stimulation mit IFN-y Lipidmikrodoménen an
der Plasmamembran anschliefen und Cluster bilden [MMFET06]. Um der Frage
nachzugehen, ob auch der EpoR diesen Effekt durch Stimulation mit seinem Li-
ganden Erythropoetin (rhEpo, rekombinantes humanes Erythropoetin) zeigt und
welchen Einfluss seine Transmembrandoméine darauf hat, wurden der EpoR-wt
und seine Transmembranmutante T243N in H838-Zellen mit SiR-Halo iiber den
HaloTag markiert und die Verteilung der Rezeptoren an der basalen Zellmembran
am TIRF-Mikroskop unter verschiedenen Bedingungen untersucht. Basierend auf
der gemessenen Intensitétsverteilung konnten Aussagen iiber die Bildung oder
Anderung der Groke von Rezeptorcluster durch Ligandenstimulation in diesem
Kapitel sowie des Diffusionskoeffizients und die Anderung im Bewegungsmodus
einzelner Partikel im darauffolgenden Kapitel 2.1.3 getroffen werden.

Dazu sind die iiber Nacht in Medium ohne Serum und in 8-well Lab-Tek
Messkammern kultivierten Zellen in L15-Medium iiberfiihrt worden und fiir fiinf
Minuten mit 0, 2uM SiR-Halo geférbt, sowie im Anschluss zwei Mal mit L15-
Medium gewaschen worden. Nach dem ersten Messzeitpunkt wurden die Zellen
mit 6,25 nM rhEpo stimuliert worden. Uber einen Zeitraum von einer Stun-
de wurde dieselbe stimulierte Zelle an 4 weiteren Messzeitpunkten am TIRF-
Mikroskop beobachtet.

Die Fluoreszenzpunkte der TIRF-Aufnahme der Rezeptoren an der basalen
Membran konnten mit dem von Jagaman et al. verdffentlichten Algorithmus
Bild fiir Bild erfasst werden, der die Intensitdten der Punktabbildungsfunktio-
nen aufgrund ihrer anzunehmenden Gaufsschen Verteilung erkennt (Kapitel 4.5)
|[JLM*08|. Durch aus diesen Daten erstellten Intensitdthistogrammen zu den 5
unterschiedlichen Messzeitpunkten vor und nach Stimulation des Rezeptors las-
sen sich Aussagen iiber die ligandeninduzierte Umverteilung des Rezeptors an
der Plasmamembran treffen. Fiir die kleinstmdgliche Einheit als die der Rezeptor
vorliegt, erhdlt man aus der Verteilung der Intensitdten eine Normalverteilung
mit dem Mittelwert ;. Bestehen die detektierten Intensitdtsmaxima aber aus
mehreren Komponenten n, wird der Mittelwert aus deren Normalverteilung aus
n - uy gebildet (Kapitel 4.5.1). An die Intensitétsverteilungen (kombinierte Gaufk-
sche Funktion) wurden daher eine Summe an Gaussfunktionen global angepasst,
wodurch man Aussagen iiber die zugrundeliegenden Komponenten treffen kann.
Die einzelnen Normalverteilungen kénnen durch N, (u,0?) beschrieben werden,
wobei p der mittleren Fluoreszenzintensitit und o2 der Varianz der Gauf-Kurve
entspricht. Als Referenz wurden SiR-Halo-Molekiile auf der Glasoberfliche mit-
tels TIRFM gemessen (Abb. 2.3(a)). Die Intensititsverteilung von einzelnen Mo-
lekiilen auf der Oberfliche zeigt eine mittlere Intensitit von 0,007 & 3 - 107°.
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Abbildung 2.3: Detektion von SiR-Halo Molekiilen durch TIRFM. a) 2562256
Pizel TIRFM Bild von 0,05uM SiR-Halo auf einer sauberer Glasoberfliche von
8-well Lab-Tek-Messkammern. Der Mafstabsbalken entspricht 5uM b) Intensi-
titsverteilung von SiR-Halo Molekilen. Die Positionen und Intensititen jedes
Partikel aus Abbildung a) konnte durch einen Algorithmus erfasst werden.

Ausgehend zu diesem Wert wurde die relative Anzahl der Komponenten an Re-
zeptoren in der Membran bestimmt. Abbildung 2.4 zeigt charakteristische In-
tensititsverteilungen der SiR-markierten EpoR-wt an der basalen Membran der
selben H838 EpoR-wt Zelle iiber einen Messzeitraum von einer Stunde. Der un-
stimulierte Rezeptor zeigt vier verschiedene Komponenten mit N;(0,007,8-1077),
N1, 5(0,009,2 - 1075), Ny(0,014,7 - 1076) und N4 (0,021,4 - 107°) (Abb. 2.4(a)).
Fiinf Minuten nach Stimulation ist die erste Gaufs’sche Funktion immer noch
einen mafgeblicher Anteil von 30%, doch ist die relative Haufigkeit leicht nach
links hin zu Partikeln mit hoherer Fluoreszenzintensitét verschoben (Abb. 2.4(b)).
10 Minuten nach Stimulation zeigt sich die vierte Verteilung bei dem fiinffachen
des Ausgangswertes von ;. Nach einer Stunde hat sich diese mit einem Anteil
von 15% dem sechsfachen p; verschoben (Abb. 2.4(b)). Die Rezeptormutante
EpoR-T243N, welche eine dichter gepackte Membrandomine aufweist (Kapitel
1.2), zeigt im Vergleich zu EpoR-wt eine héhere mittlere Intensitét zu allen Mes-
szeitpunkten an der Membran (Abb. 2.5). Zu allen Messungen vor und nach der
Stimulation konnte 5 Gauls-Funktionen an die Intensitétsverteilungen angepasst
werden, allerdings unterscheiden sich diese in der geschétzten Anzahl der zu-
grunde liegenden Komponenten (Abb. 2.5). Fiir die beiden Messungen 30 und 60
Minuten nach Stimulation des Rezeptors steigt die Anzahl der Komponenten der
letzten Normalverteilung von 12 auf 16 und 14 Komponenten an (Abb. 2.5(d)
und 2.5(e)).
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Abbildung 2.4: Intensitatsverteilung von SiR-markierten Partikeln vor (a) und
zu vier (b-e) Zeitpunkten nach der Stimulation mit rhEpo in der selben H838
EpoRH-wt Zelle. Dargestellt sind kombinierte Gaufl’sche Anpassungsfunktion
(grau) zu den Zeitpunkten a) vor der Stimulation, b) 5, ¢) 10, d) 30 und e) 60
Minuten nach Stimulation mit einzelnen Komponenten der kombinierten Gauf-
Funktion in rot.
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Abbildung 2.5: Charakteristische Intensititsverteilung von SiR-markierten Par-
tikeln vor und zu vier Zeitpunkten nach der Stimulation mit rhEpo in der selben
H838 EpoR-T243N Zelle. Dargestellt sind kombinierte Gauf’sche Anpassungs-
funktion (grau) zu den Zeitpunkten a) vor der Stimulation, b) 5, ¢) 10, d) 30 und
e) 60 Minuten nach Stimulation mit einzelnen Komponenten (rot).

Die Verteilung der Komponenten der Messreihe war fiir alle gemessenen Zel-
len dhnlich. Bei beiden Rezeptoren ist ein Anstieg der mittleren Intensitdt nach
Hormongabe zu verzeichnen. Sowohl der EpoR-wt als auch seine Mutante EpoR-
T243N zeigen eine Zustandsdnderung nach Behandlung mit dem Hormon rhEpo.
In den Intensitédtshistogrammen der representativen Zellbeispiele tritt 5 Minuten
nach Hormongabe eine Verschiebung der Héufigkeit hin zu Partikeln mit hoherer
Intensitat, was fiir einen gesteigerten Oligomersierungsgrad der Rezeptorkomple-
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xe nach Ligandenzugabe spricht und durch groRere o>-Werte der entsprechenden
Gauk’schen Funktionen unterstiitzt wird. Der Stimulus wirkt sich aber unter-
schiedlich auf beide Rezeptoren aus. Wahrend der Anteil der héheren Kompo-
nenten bei ¢ = 30 Minuten fiir EpoR-wt bei nur 10 % liegt (Abb. 2.4(c)), ist der
Anteil zum gleichen Zeitpunkt bei EpoR-T243N mit 29 % viel hoher. Der Re-
zeptor liegt vorangegangen Untersuchungen zufolge nie als Monomer vor |Liv99|.
Die pu-Werte der einzelnen Normalverteilungen bilden allerdings nicht immer ein
Vielfaches vom Maximum der Gaufsfunktion der Referenzmessung, sondern sind
mitunter im Falle des EpoR (Abb. 2.4(b) und 2.4(c)) nur eineinhalbmal so grof.
Mit der Annahme, dass die Gaufsverteilung der Referenzmessung einzelner SiR-
Halo tatsachlich die Intensitatsverteilung einzelner Molekiile wiederspiegelt, liegt
die Vermutung nahe, das der Rezeptor dazu im Stande ist neben Homodimeren
auch Heterodimere zu bilden.

Zeitlmin] H838 EpoR-wt HS838 EpoR-T243N

0 8722 5575
5 6572 3087
10 3631 2810
30 o892 2995
60 6167 2820

Tabelle 2.1: Absolute Anzahl der Trajektorien in H838 EpoR-wt und EpoR-
T243N Zellen

Bei beiden Rezeptoren ist eine Abnahme der Partikelanzahl an der Membran
gegeniiber denselben Zellen zum Zeitpunkt vor der Rezeptoraktivierung zu beob-
achten (Tabelle 2.1). Doch hat sich die Mengen an Partikeln an der Zellmembran
eine Stunde nach Stimulation bei EpoR-wt, womdglich durch schnellen Umsatz
des Rezeptors in der Zelle [BSBT10|, dem Ausgangsniveau angenéhert. Die Ver-
schiebung der Intensitétsverteilung hin zu héheren Intensititen (Abb. 2.4 und
2.5) bei abnehmender Partikelanzahl (Tabelle 2.1) lassen einen erhéhten Oligo-
merisierungsgrad bei beiden Rezeptortypen bei konstantem Stimulus vermuten,
was auf die Bildung von Rezeptor- Clustern hinweist. Neben der Betrachtung der
ligandeninduzierten Ballung von Signalmolekiilen in der Membran soll im néch-
sten Kapitel die Analyse der Bewegung der Rezeptorpartikel und der Einfluss der
Rezeptoraktivierung untersucht werden.
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(a) (b)

Abbildung 2.6: Detektion und Verfolgung von SiR-Halo markierte EpoR-
Partikeln durch TIRFM. (a) 5122512 Pizel TIRFM Bild einer 500 Bilder langen
Aufnahme von EpoR T243N an der basalen Membran von H838 Zellen in einer
8-well Lab-Tek-Messkammer. Der Mafstabsbalken entspricht 10um. (b) Trajek-
torien einzelner EpoR Partikel. Aus dem 50 Bilder langem Video wurden diese
Partikel durch den Verfolgungsalgorithmus automatisch detektiert und bildweise
mitetnander verknipft.

2.1.3 Charakterisierung der Bewegungszustinde des EpoR

Durch den dynamische Aufbau der Zellmembran und dessen Kompartimentie-
rung durch Filamenten sind Membranproteine in ihrer Bewegung eingeschrankt
(Kapitel 1.1.5). Die Beeinflussung der Rezeptorbewegung durch Ligandenbindung
wird im Folgenden durch die Bestimmung des Diffusionskoeffizienten, sowie der
Bewegungsmodi mittels Einzelmolekiil-Verfolgung (SPT) untersucht. Grundlage
fiir die Durchfiihrung der Experimente bilden die aus Kapitel 2.1.2 geschilderten
Vorgehensweisen. Dabei wurden 20.000 Zellen 48 Stunden vor dem Experiment
in 8-well Lab-Tek-Messkammern, deren Glasoberfliche zuvor gereinigt wurde, ge-
setzt, was im Detail in Kapitel 4.4 geschildert ist. Die Zellen wurden vor dem
Experiment tiber Nacht in Medium ohne Serum kultiviert. Am Messtag wurden
sie in L15-Medium iiberfiihrt und fiir fiinf Minuten mit 0,2 uM SiR-Halo gefarbt
sowie im Anschluss zwei Mal mit L.L15-Medium gewaschen. Nach dem ersten Mes-
szeitpunkt wurde zur Stimulation der Ligand rhEpo mit einer Konzentration von
6,25 nM hinzugegeben. Die aus dem bereits erwidhnten Algorithmus erhaltenen
Intensititsspuren der einzelnen Partikel wurden anhand ihrer Bewegungsform
und Diffusion betrachtet.

Die Bewegung der Partikel werden aufgrund der Streuung ihrer Positionen
entlang ihrer Bewegungsspur zunéchst in nicht-gerichtete oder gerichtete Bewe-
gung unterteilt. Die Bestimmung des Beweglichkeit der Partikel erfolgte durch
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die Moment Scaling Spectrum (MSS)-Analyse. Kurzgefasst wird dabei fiir jede
Zeitdnderung einer Einzelmolekiiltrajektorie der nullte bis sechste Bewegungsmo-
ment bestimmt. Der zweite Verschiebungsmoment (v = 2) ist dabei die mittlere
quadratische Verschiebung (mean square displacement, MSD). Uber die MSS-
Analyse konnte der Diffusionskoeffizient ermittelt werden. Fiir selbstéhnliche Pro-
zesse kann das MSS als Maf heran gezogen werden um die Beweglichkeit eines
Partikels zu charakterisieren. Detaillierter ist dies in Kapitel 4.5 beschrieben. Das
MSS wurde hier verwendet um die Rezeptorbewegung in drei Hauptbewegungs-
klassen gerichtet, beschrankt und unbeschrinkt einzuteilen, die den gréfiten An-
teil an der Rezeptorbewegung ausmachten. Weitere Details zur Datenerfassung-
und Auswertung sind in Kapitel 4.4 und 4.5.1, sowie Kapitel 1.1.3 beschrieben.

Der mittlere Diffusionskoeffizient des EpoR-wt zeigte nach Stimulation mit
rhEpo keine drastische Anderung (Tabelle 2.2), withrend bei der Rezeptormutan-
te EpoR-T243N nach Stimulation ein stetiger Abfall des mittleren Diffusionsko-
effizienten zu verzeichnen ist, der allerdings nicht signifikant ist.

Zeitlmin] H838EpoR-wt H838EpoR-T243N

0 0,17 + 0,06 0,24 £ 0,09
5 0,17+ 0,07 0,22 40,07
10 0,18 +0,07 0,19 + 0,06
30 0,18 £ 0,07 0,19 4 0,06
60 0,19 £ 0,08 0,17 40,05

Tabelle 2.2: Diffusionskoeffizienten (Median in pm?/s+ Interquartile von 68%
der Daten) der Rezeptorpartikel berechnet aus der MSS-Analyse fir die Partikel-
verschiebung zu 5 Messzeitpunkten in denselben H838 EpoR-wt / EpoR-T2/3N
Zellen (ny; = 8, nraagy = 10).

Durch Analyse des Bewegungstyps und der Beweglichkeit der Partikel konnten
die relativen Anteile der Rezeptoren, die den drei Bewegungsklasse beschriankt,
unbeschrinkt und gerichtet angehoren, bestimmt werden. Hierzu wurden die re-
lativen Héaufigkeiten gegen die durch MSS-Analyse klassifizierten Bewegungtypen
aufgetragen, dabei stellen die Fehlerbalken nach der urspriinglich von Efron verof-
fentlichten Methode den mittleren Standardfehler aus 200 Bootstraps dar [Efr79).
Eine Stichprobenwiederholung zur Ermittlung des Standardfehlers wurde hier
verwendet, da die theoretische Verteilung der Bewegungsformen in den wenigen
zur Verfiigung stehenden Datensédtzen (n,; = 8, nyausy = 10) nicht bekannt ist.
17,2% der EpoR-wt zeigten an der Plasmamembran in unbehandelten Zellen eine
gerichtete Fortbewegung, 71,1% beschriankte Diffusion und 11,5% unbeschrank-
te Diffusion, wobei 8 Zellen betrachtet wurden (griine Balken in Abb. 2.7). Eine
dhnliche Verteilung liefs sich auch fiir den EpoR-T243N Rezeptor bestimmen. Ge-
richtete Bewegung wurde bei 19,8% der Partikel gefunden, beschrankte Diffusion
bei 64,6% und unbeschrankte Diffusion bei 11,4% der Partikeltrajektorien in 10
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Abbildung 2.7: Wahrscheinlichkeit des EpoR im gehungerten, unstimulierten
Zustand verschiedene Bewegungsmodi zu erfahren. Fehlerbalken: mittlerer Stan-
dardfehler aus 200 Bootstraps.

Zellen (gelbe Balken in Abb. 2.7).

In einem nichsten Schritt wurden die relativen Anderungen der Bewegungen
der Rezeptoren 5, 10, 30 und 60 Minuten nach Ligandenstimulation im Ver-
héltnis zu unbehandelten Zellen aus Abbildung 2.7 untersucht. Abbildung 2.8
zeigt die Unterschiede der Bewegungsformen gerichtet (griin), beschriankt (rot)
und unbeschrinkt (blau) in Prozent zu den vier gemessenen Zeitpunkten nach
Stimulation in Relation zu den Bewegungsformen der gleichen Zellen im noch
unstimulierten Zustand aus Abbildung 2.7 von EpoR-wt und EpoR-T243N. Die
Stimulation der Rezeptoren fiihrt zu keiner ausgepriigten Anderung ihres Be-
wegungstyps, dennoch sind Unterschiede zwischen dem Wildtyp-Rezeptor und
seiner Transmembranmutante erkennbar. Der EpoR-wt bleibt in der Verteilung
seiner Bewegungsformen iiber 5 und 10 Minuten nach Stimulation unveréndert.
Der Anteil an EpoR-wt-Partikel mit unbeschréankter Diffusion oder gerichteter
Fortbewegung nimmt erst nach 30 Minuten kontinuierlicher Stimulation zu. Fiir
den EpoR-T243N zeigt sich eine Zunahme der Partikel, die gerichtete Bewegung
verrichten, iiber alle Messzeitpunkte. Sich beschrinkt fortbewegende Partikel neh-
men bei beiden Rezeptortypen nach Stimulation ab.

Aufgrund der geringen Abweichung der mittleren Diffusionskoeffizienten nach
Ligandenstimulation (Tabelle 2.2) wurde im Folgenden untersucht, ob Partikel
abhéingig vom Diffusionskoeffizient nach Stimulation in andere Bewegungstypen
wechseln und inwieweit sich dabei der Diffusionskoeffizient der entsprechenden
Fraktionen dndert. Abbildung 2.9 zeigt in Balkendiagrammen die Haufigkeits-
verteilung aller Diffusionskoeffizienten von EpoR-wt iiber alle Bewegungsklassen,
dabei sind die Anteile an verschiedenen Bewegungstypen in rot fiir beschrink-
te und blau fiir unbeschrinkte Diffusion sowie griin fiir gerichtete Fortbewegung
gewdhlt. Die Diffusionskoeffizienten dndern sich in ihrer Verteilung kaum durch
Ligandenstimulus. In Abbildung 2.10 sind die Verteilungsfunktionen der Diffu-
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Abbildung 2.8: Relative Anderung der Wahrscheinlichkeit bestimmte Bewe-
gungsmodi zu erreichen fir a) EpoR-wt und b) EpoR-T243N. Gezeigt sind die

Anderung in Prozent relativ zum gehungerten, unstimulierten Zustand aus Abb.
2.7 nach 5, 10, 30 und 60 Minuten

sionskoeffizienten in Abhingigkeit von einer Bewegungsklasse fiir alle Messzeit-
punkte in einem Graphen dargestellt. Es zeigt sich, dass die Anteile an den Be-
wegungsklassen in Abhéngigkeit vom Diffusionskoeffizienten nahezu unverandert
bleiben.

Um die Ergebnisse der Verteilungen zu quantifizieren, wurde ein zwei-Proben
Kolmogorow-Smirnow-Test (KS-Test) durchgefiihrt, der in MATLAB implementiert
ist [Mas51, Mil56]. Der zwei-Proben KS-Test ist ein Test, der die groften Unter-
schiede zwischen zwei Verteilungen berechnet. Die Nullhypothese besagt, dass
die verschiedenen Datenséitze der gleichen Verteilungsfunktion folgen oder diese
andernfalls abgelehnt wird. Der p-Wert beschreibt die Irrtumswahrscheinlichkeit
mit der die Nullhypothese zutrifft. Durch Verwendung des KS-Test auf die Ver-
teilungen einer Bewegungsform zu unterschiedlichen Messzeiten zueinander soll
getestet werden, ob sich diese signifikant voneinander unterscheiden.

Die Verteilungen der beschrinkten Bewegung abhédngig vom Diffusionskoeffi-
zienten in Abbildung 2.9 nimmt mit zunehmender Stimulationsdauer tendenziell
ab. Dabei unterscheiden sich die Verteilungen vor Ligandenstimuation t=0" iiber
den KS-Test mit einer Irrtumswahrscheinlichkeit von p = 10™* von den Vertei-
lungen t=5" und t=60" Minuten nach Stimulation (Abb. 2.10(a)). Als signifikant
verschieden klassifiziert der KS-Test auch die Verteilungen fiir t=5" und t=60’.

Abbildung 2.11 zeigt die entsprechende Verteilung der Diffusionskoeffizienten
der EpoR-T243N vor der Stimulation mit rhEpo und zu vier Zeitpunkten nach der
Stimulation. Die relative Haufigkeit ist hier im Vergleich zum EpoR-wt iiber alle
Messzeitpunkte zu hoheren Diffusionszeiten verschoben, was auch aus den Diffusi-
onskoeffizienten aus Tabelle 2.2 hervorgeht. Nach Stimulation mit dem Liganden

30



rhEpo kommt es zu einer leichten Erhohung der schnelleren Komponenten fiir
gerichtete und unbeschriankte Bewegungsklassen zu allen weiteren Messzeitpunk-
ten (Abb. 2.11). Dabei steigt der Anteil an Rezeptor-Partikeln mit gerichteter
Bewegung (griin) nach Stimulation ebenfalls an (Abb. 2.11(b) und 2.11(c)). Die
Verdnderung der Anteile an den verschiedenen Bewegungsformen ist in Abbildung
2.12 deutlicher zu erkennen. Hier sind alles Messzeitpunkte fiir eine Bewegungs-
form in drei Graphen dargestellt. Fiir beschrinkte Bewegung verschieben sich die
Anteile des Diffusionskoeffizienten signifikant hin zu schnelleren Komponenten,
was durch den KS-Test belegt wurde (Abb. 2.12(a)). Danach unterscheiden sich
alle Verteilungen mit einer Irrtumswahrscheinlichkeit von p = 10~ voneinander,
bis auf die Verteilung zwischen Zeitpunkt t=5" und t=0" beziehungsweise t=10’,
sowie t=10" und t=30". Der Anteil an gerichteter Bewegung steigt schon fiinf,
sowie 10 Minuten nach Stimulation mit rhEpo signifikant an (Abb. 2.12(b)).

31



. 016} HF L 016
5\ 5o
%012 2ozt |\
= _ =
= N : \
o 0.08¢ \, o 0.08¢ s
2 - 2 \f
3 004A \\77 S 004 \[T-
N rL ~ \\
‘,ah_.\h\ ,_\\\
0 l9 ‘ n == 0 Zanh , == -
0 02 04 06 08 1 1.2 0 02 04 06 08 1 1.2
Diffussionskoeffizient [um?2/s] Diffussionskoeffizient [um?/s]
(a) (b)
. 0.16f . 0.16;
g \r g \
2 012 \ & 0.12¢ (]
=) =] -
T T
o 0.08} o 0.087 A
2 2 -
S 004] < 004 \s
= = _
i N
O 4 ) - 0 . i W_HZ‘D-DV_M—\ o
0 02 04 06 08 1 1.2 0 02 04 06 08 1 1.2
Diffussionskoeffizient [um?2/s] Diffussionskoeffizient [um?2/s]
(c) (d)
A I Gesamt
. 016} — Gerichtet
EJ A7 — Beschrdnkt
2 012] — Unbeschrénkt |
3
-l
o> 0.08¢ \,
2 -
k= N
g 0.04 \
0 AR 1 T e P

0 02 04 06 08 1 12

Diffussionskoeffizient [um2/s]

Abbildung 2.9: Hiufigkeitsverteilung der Diffusionskoeffizienten der Rezeptor-
partikel berechnet aus der MSS-Analyse fir die Partikelverschiebung vor Stimu-
lation (a), und (b) 5, (¢) 10, (d) 30 und (e) 60 Minuten nach Stimulation in den
gleichen H838 EpoR-wt Zellen (n=9). Die Kurven zeigen die Anteile der Dif-
fusionskoeffizienten, die von Partikeln mit unterschiedlichen Bewegungsformen
(griin: gerichtet; rot: beschrinkt; blau: unbeschrinkt) stammen und durch MSS-

Analyse bestimmt wurden.
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Abbildung 2.10: Anteile der Bewegungsklassen beschrankt (a), gerichtet (b) und
unbeschrinkt (c) an der Hiufigkeitsverteilung der Diffusionskoeffizienten fiir die
Messpunkte vor und bis 60 Minuten nach Stimulation in H838 EpoR-wt Zel-
len. Der zwei-Proben Kolmogorow-Smirnow-Test klassifiziert mit einer Irrtums-
wahrscheinlichkeit von p = 10™* die mit x markierte Verteilungen als signifikant
verschieden, eine # zeigt an, dass die Nullhypothese zutrifft. Hanteln markieren
zwet Datensdtze, die im KS-Test verglichen wurden und sich von den anderen
Zeitpunkten im Testergebnis unterscheiden, wihrend bei einer Klammer alle Ver-
tetlungen bei einem Test das gleiche FErgebnis erhiellen, was entsprechend mit %
oder # markiert ist.
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Abbildung 2.11: Haufigkeitsverteilung der Diffusionskoeffizienten der Rezeptor-
partikel berechnet aus der MSS-Analyse fir die Partikelverschiebung vor Stimu-
lation (a), und (b) 5, (¢) 10, (d) 30 und (e) 60 Minuten nach Stimulation in
den gleichen H838 EpoR-T243N Zellen (n=11). Die Kurven zeigen die Anteile
der Diffusionskoeffizienten, die von Partikeln mit unterschiedlichen Bewegqungs-
formen stammen und durch MSS-Analyse bestimmt wurden.
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Abbildung 2.12: Anteile der Bewegungsklassen beschrankt (a), gerichtet (b) und
unbeschrankt (c) an der Hiufigkeitsverteilung der Diffusionskoeffizienten fiir die
Messpunkte vor und bis 60 Minuten nach Stimulation in H838 EpoR-T2/3N Zel-
len. Der zwei-Proben Kolmogorow-Smirnow-Test klassifiziert mit einer Irrtums-
wahrscheinlichkeit von p = 10™* die mit x markierte Verteilungen als signifikant
verschieden, eine # zeigt an, dass die Nullhypothese zutrifft. Hanteln markieren
zwet Datensdtze, die im KS-Test verglichen wurden und sich von den anderen
Zeitpunkten im Testergebnis unterscheiden, wihrend bei einer Klammer alle Ver-
tetlungen bei einem Test das gleiche FErgebnis erhiellen, was entsprechend mit x
oder # markiert ist.
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Abhéngig von den drei verschiedenen Bewegungsklassen soll nun statt den Dif-
fusionskoeffizienten die Verteilung der Intensititen der Partikel betrachtet werden
(Abb. 2.13). Bei unstimulierten H838 EpoR-wt Zellen haben beschrénkt bewe-
gende Partikel (rote Kurve) den groften Anteil (Abb. 2.13(a)). Nach 5 bzw. 10
Minuten verschiebt sich die Verteilung zu niedrigeren Intensitdtswerten (Abb.
2.13(b) und 2.13(c¢)) dabei nimmt die Fraktion an Partikel aus Abb. 2.13(a) mit
Intensitaten von 0,04 bis 0,06 ab. Gleichzeitig steigt der Anteil an sich gerichtet
bewegender Partikel {iber die Messzeitpunkte bei 5 und 10 Minuten an. Die Frak-
tion zwischen einer Intensitit von 0,04 bis 0,06 stellt sich nach 30min allméahlich
gegeniiber den vorangegangen Messzeitpunkten wieder her (Abb. 2.11(d)), wobei
nach einer Stunde der Ausgangszustand erreicht ist (Abb. 2.11(e)). Diese Beob-
achtung wird durch Abbildung 2.14 unterstiitzt. Hier wurde fiir alle Verteilungen
der KS-Test durchgefiihrt. Wie schon aus Abbildung 2.13 ersichtlich steigt der
Anteil an gerichteter Bewegung mit der Stimulationsdauer an, wihrend der An-
teil unbeschrinkter Bewegung weitestgehend gleich bleibt.

Im Gegensatz dazu zeigt der EpoR-T243N schon im gehungerten, unstimulier-
ten Zustand einen hoheren Anteil an Partikeln mit hoher Fluoreszenzintensitit
(Abb. 2.15(a)). Interessanterweise ist im Vergleich zu EpoR-wt ein hoherer Anteil
an gerichteter Bewegung zu beobachten. Fiinf und 10 Minuten nach Stimulation
mit rhEpo steigt hier der Anteil an Partikel mit mittlerer Fluoreszenzintensitét
(0,04 — 0,08AU) (Abb. 2.15(b), 2.15(c) und 2.16(b)). Beschrinkte Partikelbe-
wegung nimmt iiber den gesamten Messzeitraum ab. Die Nullhypothese des KS-
Tests wird hier fiir alle Verteilungen gerichteter und beschréankter Bewegung ver-
worfen, sie sind alle mit p = 10~ verschieden. Unbeschriinkte Partikelbewegung
bleibt sowohl bei EpoR-wt als auch bei EpoR-T243N weitestgehend unbeeinflusst
von der Stimulation mit dem Liganden.

Um den Effekt des Liganden auf die Diffusionsgeschwindigkeit und die Fluo-
reszenzintensitdt von Partikeln unabhingig von deren Bewegungstyp besser be-
trachten zu konnen, wurden die Daten in Abhéngigkeit ihrer Haufigkeit in ei-
nem Streudiagramm aufgetragen. Jeder Punkt stellt dabei farbkodiert eine nor-
mierte Anzahl an Trajektorien mit gleicher Intensitdt und Diffusionskoeffizien-
ten dar. Fiir den EpoR-~wt ist ersichtlich, dass die Haufigkeit hohere Intensiti-
ten und schnellere Diffusionskoeffizienten anzunehmen nach Stimulation sinkt
(Abb.2.17(b)). Gefolgt von der Abnahme der Partikelzahl (Tabelle 2.1), nimmt
die Partikeldichte zwischen 5 und 10 Minuten nach Stimulation ab (Abb. 2.17(b)).
Erst nach 30 Minuten steigt der Anteil der Partikel mit hoheren Intensitéten so-
wie geringen Diffusionskoeffizient wieder (Abb. 2.17(d)) und nach einer Stunde
iber Anfangsniveau (Abb. 2.17(e)).

Wie schon aus den Diffusionskoeffizienten aus Tabelle 2.2 ersichtlich, sinkt der
Diffusionskoeffizient fiir die Transmembranmutante EpoR-T243N (Abb. 2.18(¢c)).
Allerdings in einem héheren Mafse als im Vergleich zu EpoR-wt zum gleichen Zeit-
punkt. Die Haufigkeit der Partikel mit niedrigerer Fluoreszenzintensitét sinkt zu-
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néchst nach Ligandenzugabe und steigt dann wieder an (Abb. 2.18(e)). Insgesamt
ist die Verteilung fiir EpoR-T243N im Vergleich zu EpoR-wt nach Stimulation zu
Partikeln geringerer Fluoreszenzintensitit und kleinerem Diffusionskoeffizienten
verschoben.

Der EpoR-wt und seine Transmembranmutante zeigen unterschiedliche Re-
aktionen auf den Liganden rhEpo im Zeitverlauf. Wahrend der EpoR-wt sich
in seinen Bewegungsklassen abhingig von deren Geschwindigkeit kaum &ndert,
reagiert der EpoR-T243N mit einer anteiligen Erhéhung langsamerer Diffusions-
koeffizienten mit gerichteter und beschréankter Bewegung auf den Stimulus (Abb.
2.12). Werden die Bewegungsklassen in Abhingigkeit von den Fluoreszenzinten-
sitdten betrachtet, zeigt EpoR-wt einen héheren Anteil an Partikeln mit niedriger
Fluoreszenzintensitiat und gerichteter Bewegung 5 und 10 Minuten nach Stimula-
tion (Abb. 2.13(b) und 2.13(c)). Diese Beobachtung deckt sich mit den Erkennt-
nissen aus Abbildung 2.17(b). Hier sinkt der Anteil der Partikel von méoglichen
Rezeptor- Cluster hoherer Intensitdt nach Stimulus. Zusammen mit der sinkenden
Anzahl an Rezeptorpartikeln an der Membran iiberhaupt kann davon ausgegan-
gen werden, dass Rezeptoranhidufungen an der Membran ligandeninduziert in-
ternalisiert werden, wihrend einzelne Rezeptoren, die sich schneller fortbewegen,
zunachst an der Membran verbleiben. Die Zunahme der gerichteten Bewegung
von dunkleren, schnelleren Partikeln nach Stimulation kénnte ein Hinweis darauf
sein, dass diese gesteuert neue Cluster zur Internalisierung bilden. Zu spéteren
Zeitpunkten werden neue Rezeptoren an der Membran présentiert, was sich durch
steigende Partikelzahlen fiir EpoR-wt dufert (Abb. 2.17(d) und 2.17(e)). EpoR-
T243N zeigt im Mittel hohere Diffusionskoeffizienten als der EpoR-wt zu allen
Messzeitpunkten. Da der Anteil von Partikeln langsamer Diffusion (Abb. 2.11(b)
und 2.11(c)) und mittlerer Intensitét (Abb. 2.15(b) und 2.15(c)) nach Stimulation
des EpoR-T243N steigt, konnte daraus eine ligandeninduzierte Zusammenlage-
rung der Rezeptoren abgleitet werden. Im Vergleich zum EpoR-wt fehlt die Wie-
derkehr von Rezeptorpartikeln an die Membran nach 60 Minuten (Abb. 2.17(e)).
Die Rezeptormutante EpoR-T243N scheint nicht im gleichen Ausmaf an die Zell-
membran transportiert zu werden, was sich durch stetig sinkende Partikelanzahl
dukert (Abb. 2.18(e) und Tab. 2.1).

Im folgenden Kapitel soll untersucht werden, welche Elemente der Plasma-
membran tatsichlich die Bewegung des Rezeptors beeinflussen und damit be-
stimmen konnen.
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Abbildung 2.13: Hdiufigkeitsverteilung der Intensitaten der Rezeptorpartikel in
den gleichen H838 EpoR-wt Zellen vor Stimulation (a), und (b) 5, (c) 10, (d)
30 und (e) 60 Minuten nach Stimulation (n=9). Die Kurven zeigen die Anteile
der Intensititswerte, die von Partikeln mit unterschiedlichen Bewegungsformen
stammen.
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Abbildung 2.14: Anteile der Bewegungsklassen beschrankt (a), gerichtet (b) und
unbeschrankt (¢) an der Hiufigkeitsverteilung der Fluoreszenzintensititen fir die
Messpunkte vor und bis 60 Minuten nach Stimulation in H838 EpoR-wt Zel-
len. Der zwei-Proben Kolmogorow-Smirnow-Test klassifiziert mit einer Irrtums-
wahrscheinlichkeit von p = 107 die mit x markierte Verteilungen als signifikant
verschieden, eine # zeigt an, dass die Nullhypothese zutrifft. Hanteln markieren
zwetr Datensdtze, die im KS-Test verglichen wurden und sich von den anderen
Zeitpunkten tm Testergebnis unterscheiden, wihrend bei einer Klammer alle Ver-
tetlungen bei einem Test das gleiche Ergebnis erhielten, was entsprechend mit x
oder # markiert ist.
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den gleichen H838 EpoR-T243N Zellen (n=11) vor Stimulation (a), und (b) 5, (c)
10, (d) 30 und (e) 60 Minuten nach Stimulation. Die Kurven zeigen die Summe
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von Partikeln mit unterschiedlichen Bewegungsformen stammen.
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Abbildung 2.16: Anteile der Bewegungsklassen beschrankt (a), gerichtet (b) und
unbeschrankt (¢) an der Hiufigkeitsverteilung der Fluoreszenzintensititen fir die
Messpunkte vor und bis 60 Minuten nach Stimulation in H838 EpoR-T2/3N Zel-
len. Der zwei-Proben Kolmogorow-Smirnow-Test klassifiziert mit einer Irrtums-
wahrscheinlichkeit von p = 107 die mit x markierte Verteilungen als signifikant
verschieden, eine # zeigt an, dass die Nullhypothese zutrifft. Hanteln markieren
zwet Datensdtze, die im KS-Test verglichen wurden und sich von den anderen
Zeitpunkten im Testergebnis unterscheiden, wihrend bei einer Klammer alle Ver-
tetlungen bei einem Test das gleiche FErgebnis erhiellen, was entsprechend mit x
oder # markiert ist.
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Abbildung 2.17: Verteilung der Fluoreszenzintensitit gegen die Diffusion des
zugehorigen Partikels in 9 unstimulierten H838 EpoR-wt Zellen (a), sowie 5 Mi-
nuten (b), 10 Minuten (c), 30 Minuten (d) und 60 Minuten (e). Die Farbskala
zeigt die relative Hdaufigkeit an, mit der ein Punkt der Abbildung in den Daten
vertreten ist.
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zugehorigen Partikels in 11 unstimulierten H838 EpoR-T2/3N Zellen (a) sowie
5 Minuten (b), 10 Minuten (c), 30 Minuten (d) und 60 Minuten (e).
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2.1.4 Charakterisierung der Aktivitat des EpoR

Nachdem beobachtet werden konnte, wie die Rezeptoren in der Membran vorlie-
gen und wie sie auf Ligandenstimulus reagieren, soll durch die Beeinflussung des
Zellmembranaufbaus und der Endozytose beobachtet werden, welche Mechanis-
men an der Umverteilung des EpoR in der Membran Anteil haben.

Dies wurde durch die Behandlung der Zellen mit verschiedenen Chemikali-
en, die als Inhibitoren auf Bausteine der Membran wirken, ermdglicht. Dabei
wurden Inhibitoren gewéhlt, die Elemente des Zytoskeletts hemmen oder auflo-
sen (Blebbistatin, Latrunculin B und Nocodazol), die Endozytose beeinflussen
(Dynasore) oder die Lipidzusammensetztung der Membran verindern (Methyl-
p-Cyclodextrin).

Dazu sind die iiber Nacht in Kulturmedium ohne Phenolrot gehaltenen Zellen
in L15-Medium iiberfiihrt, mit den entsprechenden Chemikalien behandelt und im
Anschluss mit 0,2pM SiR-Halo gefarbt worden. Darauthin wurde die Verteilung
der fluoreszenzmarkierten Rezeptoren an der basalen Membran der behandelten
Zellen mittels TIRFM gemessen (siehe zum Messprotokoll Kap. 4.4).

Blebbistatin inhibiert selektiv die Myosin IT Aktivitdt [KTH'04| indem es
den Mpyosinkopf gebunden an Aktin blockiert und hemmt damit seine weitere
Kontraktilitdt. Der Aktomyosinkomplex dient der motorisierten Bewegung in Zel-
len entlang des Aktinnetzwerks auch im Membranbereich iiber kurze Distanzen.

Latrunculin B bindet in einem stdchiometrischen Komplex an Aktinmono-
mere und verhindert dessen Polymerisation zu F-Aktin [YSBT00].

Nocodazol zerstort Mikrotubuli durch Bindung an g-Tubulin und verhin-
dert die Bildung zweier Disulfidbriicken zwischen zwei Ketten und damit die
Mikrotubulibewegung |[LR91|. Ein Effekt auf den Diffusionskoeffizienten und die
Bewegungsklassen des EpoR durch diese drei Inhibitoren wiirde bedeuten, dass
dessen Verteilung aktiv durch die Membranstruktur, die durch das Zytoskelett
bewirkt wird, verandert wird.

Dynasore blockiert innerhalb von Sekunden die Bildung von umbhiillten Ve-
sikeln, indem es Dynamin hemmt, und damit die Endozytose, wobei zwei ver-
schiedene Arten von Griibchen an der Plasmamembran verbleiben, wie durch
elektronenmikroskopische Aufnahmen gezeigt werden konnte [MEM*06|. Fiir den
Zytokinerezeptor vyc ist bekannt, dass dieser dynaminabhéngige Internalisierungs-
prozesse durchlauft [SDDV05.

Methyl-8-Cyclodextrin(MACD) entzieht der Membran Cholesterol, indem
es aufgrund seines hydrophoben Hohlraums Einschlussverbindungen mit dem
apolaren Cholesterol eingeht, wodurch dessen Loslichkeit erhéht wird. In behan-
delten Zellen fiihrt das entzogene Cholesterol zur Auflésung von lipid rafts oder
unterbindet dessen Bildung [RSGT99, SKH*12|.

Abbildung 2.19 zeigt die Wahrscheinlichkeiten mit denen Rezeptorpartikel
den drei Bewegungsklassen angehoren. Im Gegensatz zu Abbildung 2.7 sind die
Zellen hier in Medium mit Serum kultiviert worden. Der EpoR-T243N zeigt in
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Abbildung 2.19: Wahrscheinlichkeit des EpoR verschiedene Bewegungsmodi zu
erfahren. Dargestellt sind H838 EpoR-wt-Halo (n=12 Zellen) in griin und H838
EpoR-T243N-Halo (n=5 Zellen) in gelb. Fehlerbalken: mittlerer Standardfehler
aus 200 Bootstraps.

Abbildung 2.19 17,5% gerichtete Bewegung, 73% beschriankte und 8,5% unbe-
schriankte Diffusion. Mit 16,1%, 75,2% und 8,7% befindet sich der EpoR-wt im
gleichen Bereich.

Zunéchst sollte untersucht werden, ob die Bewegung des EpoR vom Zytoske-
lett abhéngig ist. Um zu {iberpriifen, ob der gerichtete Anteil der Rezeptorbewe-
gung vom Aktomyosin des kortikalen Netzwerks abhingig ist und ob dies einen
Effekt auf die Diffusionsgeschwindigkeit des Rezeptors hat, wurden die H838
EpoR-wt und EpoR-T243N Zellen fiir 10min mit 10uM Blebbistatin behan-
delt. Beide Rezeptoren der jeweils behandelten Zellen zeigen einen Anstieg des
Diffusionskoeffizienten im Vergleich zu unbehandelten (Tab. 2.3). Unbeschréinkte
Diffusion nimmt dabei bei EpoR-wt um 8% zu, wiahrend beschrinkte Diffusion
um 11% abnimmt. Im Falle von EpoR-T243N sind es entsprechend 6,3% und
6,4% (Abb. 2.21(a)). Blebbistatin hat aber nur einen geringen Einfluss auf die
gerichtete Bewegung des Rezeptors.

Als néchstes wurde untersucht, ob die Bewegung durch Latrunculin B be-
einflusst wird. Die Zellen wurden fiir 10 Minuten mit 10 M Latrunculin B be-
handelt um Aktin zu depolymerisieren. Die relativ kurze Inkubationszeit stellt
sicher, dass das Aktin nur partiell fragmentiert wird, so dass geniigend funktiona-
les Aktin verbleibt um die Zelladhésion zu bewerkstelligen. Zwar erhoht sich der
Diffusionskoeffizient bei beiden Rezeptoren leicht fiir EpoR-wt und EpoR-T243N
auf 0,177 pum?/s bzw. 0,176 um?/s, doch ist auch hier der Einfluss auf die ge-
richtete Bewegung gering (Abb. 2.21(b)). Abbildung 2.20 zeigt fixierte Zellen mit
und ohne Behandlung mit Latrunculin B und dessen Auswirkung auf die Rezep-
torverteilung und auf das Aktinzytoskelett. Dabei wurde der EpoR mit SiR-Halo
gefirbt und anschliefend fixiert. Darauthin wurde Aktin mit Phalloidin-Atto565
gefiarbt. Erkennbar ist, dass Latrunculin B keinen Einfluss auf die Verteilung der
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Abbildung 2.20: TIRF-Messungen der Wechselwirkung des EpoR mit dem Ak-
tinzytoskelett. Zellen wurden mit Latrunculin B behandelt, anschlieffend der EpoR
mit SiR-Halo markiert und nach Fizierung wurde Aktin mit Phalloidin-Atto565
gefirbt.

Rezeptoren hat, wihrend deutlich die Auswirkungen auf das Aktinzytoskelett zu
erkennen sind.

In Einklang mit diesen Ergebnissen zeigt auch die Behandlung der Zellen mit
Nocodazol bei EpoR-wt keinen Effekt auf die gerichtete Bewegung des Rezep-
tors. Nocodazol zerlegt Mikrotubuli und verringert den Anteil gerichteter Rezep-
torbewegung im Falle des EpoR-T243N hingegen um 7%. Wéhrend beschrinkte
Bewegungsanteile um 11% steigen (Abb. 2.21(b)). Der Diffusionskoeffizient bleibt
innerhalb der Fehlergrenzen auf Ausgangsniveau.

Dynasore ist der Inhibitor von Dynamin, welches fiir die Einschniirung von
Clathrin-umhiillte Vesikel an der Plasmamembran verantwortlich ist. Doch kann
Dynasore auch bei Clathrin-unabhéngigen Prozessen eine Rolle spielen, wie fiir
den Interleukin 2-Rezeptor gezeigt werden konnte |LDBT01|. Durch Inhibierung
verbleiben die Griibchen an der Plasmamembran ohne abgeschniirt werden zu
konnen; die Endozytose wird unterbunden. Fiir EpoR-wt steigt der Anteil be-
schréankter Diffusion nach Behandlung mit 80 M Dynasore fiir 30 Minuten (Abb.
2.21(b)) und der Diffusionskoeffizient sinkt bei EpoR-T243N aus 0, 10 £ 0, 08.

Als néchstes wurden die Zellen mit 10mM MGCD fiir 15 Minuten inkubiert.
MpBCD vermindert den Cholesterolgehalt in der Zellmembran indem es Einschlus-
skomplexe bildet und unterbindet damit die Bewegung von lipid rafts. Der Dif-
fusionskoeffizient erhoht sich fiir beide Rezeptortypen im Vergleich zu allen ver-
wendeten Inhibitoren am stirksten (Dgpor—wt = 0,24 pm?/s und Dgpor-r2138 =
0,26 um?/s), wobei gleichzeitig der Anteil beschriinkter Bewegung abnimmt (9%
fiir EpoR-wt und 10,5% fiir EpoR-T243N).

Die durchgefiihrten Experimenten zeigen, dass das Zytoskelett keinen Ein-
fluss auf die Rezeptorbewegung in der Membran zu haben scheint. Weder die
Depolymerisation von F-Aktin (Abb.2.20) oder Mikrotubuli, noch die Inhibiti-
on von Myosin II beeinflussen die Rezeptorbewegung. Was gegen Bewegung des
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Abbildung 2.21: Relative Anderung der Wahrscheinlichkeit bestimmte Bewe-
gungsmodi zu erreichen. Gezeigt ist die Anderung in Prozent relativ zum gehun-
gerten, unstimulierten Zustand aus Abb. 2.19 in (a) H838 EpoR-wt Zellen und
(b) H838 EpoR-T243N Zellen.

Rezeptors durch Motorproteine in der Membran spricht und bislang haufig als
Indikator fiir die vom Zytoskelett abhangige Cluster-Bildung, die von Motorprote-
inen verursacht wird, gesehen wurde |[SFHC03, JKT*11|. Methyl-3-Cyclodextrin
verursacht hingegen den grofiten Effekt auf die Rezeptorbewegung: Die Diffu-
sionskoeffizienten steigen signifikant an und der Anteil beschriankter Bewegung
nimmt ab. Ein Hinweis darauf, dass die Rezeptorverteilung Cholesterol und damit
lipid raft abhéngig sind.

EpoR-wt Nt EpoR-T243N  npossn
unbehandelt 0,13+0,06 12 0,16 0,07 )

Blebbistatin 0,22 4£0,08 10 0,21 =0, 09 9
Latrunculin B 0,18+£0,08 9 0,18 +0,08 9
Dynasore 0,18 4£0,06 10 0,10+ 0,08 9
Nocodazol ~ 0,17+0,07 10 0,1540,07 8
MECD 0,244+0,08 10 0,264+0,04 10

Tabelle 2.3: Diffusionskoeffizienten (Median in ym?/s+ Interquartile von 68%
der Daten) der Rezeptorpartikel berechnet aus der MSS-Analyse fir die Parti-
kelverschiebung in H838 EpoR-wt-Halo/EpoR-T243N-Halo Zellen behandelt mit
fuinf verschiedenen Chemikalien. n bezeichnet die berticksichtigte Zellzahl.
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2.1.5 Zusammenfassung

Die vorliegende Studie des Wildtyp-EpoR und seiner Mutante auf Einzelmole-
kiilebene zeigt eine Anderung in der Dynamik des Rezeptors nach Ligandensti-
mulus. Die Analyse der Komponentenanzahl ldsst vermuten, dass der Rezeptor
sich nach Ligandenbindung an Stellen an der Membran mit hoéherer Rezeptor-
dichte aufhilt, was sich durch steigende Anteile hoherer Komponenten nach Sti-
mulation wiederspiegelt (Abb. 2.4). Gegeniiber EpoR-wt zeigt der EpoR-T243N
eine ausgeprigtere Reaktion auf Stimulation in Bezug auf die Anderung seiner
Bewegungsform, was sich durch héheren Anteil an gerichteter Bewegung 5 Mi-
nuten nach Aktivierung des Rezeptors dufert (Abb. 2.15). Als Ursache kénnen
schnellere Internalisierungsraten oder die Bildung héherer Komponenten, wie in
Abbildung 2.5(d) gezeigt werden konnte, in Betracht gezogen werden. rhEpo hat
keinen Einfluss auf den mittleren Diffusionskoeffizienten an der Membran. Es
zeigt sich aber eine Verdnderung der Diffusionskoeffizienten in Abhéngigkeit von
der Bewegungsform. Nach Stimulation steigt der Beitrag gerichteter Bewegung
fiir beide Rezeptoren bei schnellen Diffusionszeiten. Fiir EpoR-T243N wird ei-
ne zweite Fraktion nach Stimulation bei mittlerer Fluoreszenzintensitit sichtbar.
Die Analyse der Haufigkeit von Partikeln mit gleicher Fluoreszenzintensitit und
gleichem Diffusionskoeffizienten zeigt, dass der EpoR-wt eine Stunde nach Sti-
mulation wieder vergleichbare Menge an Rezeptoren an der Membran prisen-
tiert wie vor Stimulation (Abb. 2.17). Die Zellen mit der Transmembranmutante
EpoR-~T243N scheinen nicht im gleichen Ausmaf dazu befdhigt, Rezeptoren nach
Ligandenbindung an die Membran zu transportieren, was sich in sinkenden Par-
tikelzahlen iiber den Messzeitraum dufert (Abb. 2.18). Die Rezeptorbewegung in
der Membran scheint nicht vom Zytoskelett abhéngig zu sein, ist aber auf Cho-
lesterol in der Membran angewiesen und damit nach laufiger Meinung mit lipid
rafts assoziiert.
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Folgendes Kapitel beschreibt die Transportmechanismen des EpoR in einzel-
nen Zellen. Das Projekt wurde in Kooperation mit Stefan Kallenberger aus der
Arbeitsgruppe fiir Theoretische Systembiologie (Prof. Roland FEils, DKFZ, Hei-
delberg) durchgefihrt. Abschnitt 2.2.3 fasst die Ergebnisse der mathematischen
Modellierung von S. Kallenberger kurz zusammen.

2.2 Zell-zu-Zell Heterogenitit des EpoR-Transports

Eine Vielzahl von Bestandteilen des EpoR-Signalweges konnten durch molekular-
biologische oder biochemische Methoden bereits aufgedeckt werden (Kapitel 1.2).
Allerdings zeigen diese Methoden wiederum ein statisches Bild des eigentlich we-
sentlich komplexeren, dynamischen Prozesses der Signaltransduktion. Diese Dar-
stellung geniigt also nicht, um verstehen zu konnen, wie Signaltransduktionswege
auf hoherer Ebene reguliert werden oder welche Einflussgrofe hauptséchlich ihre
Dynamik bestimmt. Bislang konnte die Anderung des EpoR-Transportes und die
durch Epo ausgeltste Zellantwort umfassend durch ODE-Modelle auf Basis von
Zellpopulationen charakterisiert werden (Kapitel 1.2 und 1.3). Doch wurde dabei
das heterogene Verhalten von Zellen und deren unterschiedlichen kinetischen Pa-
rameter nicht beriicksichtigt. Um die Frage zu beantworten, welche Prozesse im
Transport des EpoRs und seinem Liganden Epo fiir zelluldre Variabilitit verant-
wortlich sind, wurden quantitative Einzelzellmessungen an Adenokarzinomzellen
durchgefiihrt. Fiir die Experimente wurde ein konfokaler Versuchsaufbau gewéhlt,
der es ermoglicht die fluoreszenzmarkierten Proteine EpoR und Epo zeitabhingig
in verschiedenen Kompartimenten einzelner Zellen zu lokalisieren. Die erhaltenen
Proteinkonzentrationen konnten zur Kalibrierung kinetischer Modelle des EpoR-
Transports auf Einzelzellebene genutzt werden.

2.2.1 Validierung der hergestellten stabilen Zelllinien

Zur Untersuchung der Transportprozesse des EpoR wurde, wie in Kapitel 2.1,
die humane Adenokarzinomzelllinie H838 gewéhlt. Um den Rezeptor durch ein
Fluoreszenzsignal verfolgen zu kénnen, wurde das von U.Klingmiiller freundli-
cherweise zur Verfiigung gestellte Plasmid pMOWS-EpoR-GFP |[KHO™02, Bec07|
verwendet. Das Konstrukt konnte mittels retroviraler Transduktion in die Zellen
eingebracht werden (Kapitel 4.1.3). Der grofe Vorteil des fluoreszenten Prote-
ins gegeniiber einer tag-Markierung in dieser Versuchsreihe ist, dass das Protein
im Unterschied zum organischen Farbstoff im Falle einer Degradation gleichzeitig
mit dem Rezeptor-Protein von der Zelle abgebaut wird. Die im Vergleich zu Fluo-
reszenzfarbstoffen schlechtere Photostabilitdt von fluoreszenten Proteinen konnte
durch die Verwendung eines Spinning-Disk-Aufbaus kompensiert werden (siehe
dazu 1.1.2).

Daraufthin konnte die transduzierte Zelllinie mit einem Fusionsprotein aus
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Abbildung 2.22: STATS-Aktivierung in EpoR-GFP und MyrPalm-mCherry ex-
primierenden H838 Klonen. 4 Klone aus H838-Zellen, die stabile EpoR-GFP und
MyrPalm-mCherry exprimieren, blieben unbehandelt oder wurden mit 10U/ml
Epo fir 10min stimuliert. Die erhaltenen Zelllysate wurden einer Immunoprazipi-
tation (IP) durch Antikorper anti-STATS unterzogen und durch 10%SDS-PAGE
aufgetrennt. Durch ein Immunoblot (IB) mittels anti-Phosphotyrosin-Antikérpern
werden die aktivierten Proteine dargestellt. Danach wurde de Gesamtmenge des
Proteins mit anti-STATS Antikorpern nachgewiesen.

Myristoylierungs-Palmitoylierungs-Doméane und dem fluoreszenten Proteine mCh-
erry (MyrPalm-mCherry) transfiziert werden. Das Plasmid gleicht dem in Beau-
douin et al. verwendeten Konstrukt [BLAT13|. Thm fehlt allerdings die Spal-
tungsstelle; dadurch ist es nach Faltung ein standiger Bestandteil der Membran
und ermoglicht die spitere Segmentierung der Membran zur Bestimmung der
Kompartimente. Aufgrund der transienten Transfektion konnten fiir MyrPalm-
mCherry unterschiedliche Expressionsstiarken erzielt werden. Vier Klone, die ein
geniigendes Membransignal aufwiesen, wurden auf die einwandfreie Induktion der
Signaltransduktion durch Epo getestet. Die Bindung von Epo am EpoR bewirkt
durch eine Konformationsdnderung, welche zur Rekrutierung und Phosphorylie-
rung von JAK2 fiihrt, letztendlich die Phosphorylierung von STAT5 (pSTATS).
Aufgrund dessen konnte pSTATS5 durch ein Westernblot nachgewiesen werden
(Abb. 2.22).

Um nur die durch Epo erzeugte Phosphorylierung zu messen, wurden die Zel-
len 12 Stunden ohne Wachstumsfaktoren kultiviert. Ohne Behandlung oder nach
10-miniitiger Stimulation mit 10 U/ml Epo wurden Zelllysate hergestellt und eine
Immunoprézipitation gegen STATS durchgefiihrt. Der in Abbildung 2.22 gezeig-
te Immunoblot wurde zunédchst mit anti-Phosphotyrosin- und anschlieffend mit
anti-STAT5-Antikorper entwickelt (siche Kapitel 4 fiir Details). Es ist zu erken-
nen, dass nicht alle Klone eine gleich hohes Phosphorylierungsniveau erreichen.
Moglicherweise steht eine iiberméfige Expression von MyrPalm-mCherry an der
Zellmembran einer kritischen Zahl an EpoR-GFP im Wege, die fiir eine unge-
storte Signalweiterleitung notwendig ist. Es konnte gezeigt werden, dass der Klon
MP1 das hochste Phosphorylierungslevel aufweist und wurde daher fiir weite-
re Experimente gewdhlt. Das rhEpo wurde mittels Periodat-Reduktion an das
Hydrazid Cy5.5 gekoppelt (siehe dazu Kapitel 4.3).
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2.2.2 Bestimmung der Rezeptorbewegung zwischen Zell-
kompartimenten

Um die Prozesse der Internalisierung und des intrazelluldren Transports des EpoR
zeitaufgeldst in einzelnen lebenden Zellen beobachten zu konnen, fand der in Ka-
pitel 4 beschriebene Spinning Disk-Mikroskopautbau Verwendung. 20.000 H838-
Zellen, welche GFP-markiertes EpoR und mCherry-markierte MyrPalm-Doméne
stabil exprimieren, wurden am Vortag in eine 8-well Lab-Tek-Messkammern iiber-
fiihrt und 5 Stunden vor dem Experiment in Medium ohne Wachstumsfakto-
ren kultiviert. Nach Messung des ersten Zeitpunktes wurde der Messkammer
4,2nM Epo-Cy5.5 hinzugefiigt, was einer enzymatischen Aktivitat von 10U/ml
entspricht. Uber einen Zeitraum von insgesamt 6 Stunden wurde pro Gesichtsfeld
fiir jeden Zeitpunkt ein Stapelbild aus 26 Einzelbildern mit einer Schichtdicke von
0,7um aufgenommen, um das gesamte Zellvolumen im Verlauf des Experiments
abbilden zu konnen. In den ersten 30 Minuten wurde ein héheres Messintervall
von 5 Minuten gewihlt, wihrend spéter alle 10 Minuten ein Stapelbild aufgenom-
men wurde.

MyrPalmfmCherry

Abbildung 2.23: Internalisierung von EpoR-GFP und EpoCy-5.5 in H838-
Zellen. Gezeigt sind einzelne FEbenen eines Bildstapels fiir unterschiedliche Zeit-
punkte in Minuten. 10U /ml Epo-Cy5.5 wurde nach t = 0" hinzugegeben und Bild-
stapel tiiber 6 Stunden aufgenommen.

In Abbildung 2.23 ist von mehreren Zeitpunkten eine Ebene solch eines Sta-
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Abbildung 2.24: Fluoreszenzintensititen der Einzelzelltrajektorien in den wver-
schiedenen Kompartimenten der Zellen: Membran, Vesikel und intrazelluldres
Kompartiment (n=25)

pelbildes aus einer Messung nach Stimulation mit Epo-Cy5.5 am Spinning Disk-
Mikroskop gezeigt. Der in Abbildung 2.24 gezeigte Datensatz umfasst n = 25
Zellen und stellt die Intensitdtsdnderung in den segmentierten Kompartimenten
an Epo-Cy5.5 und EpoR-GFP dar. Wahrend die Intensitit im intrazelluliren
Pool der Zellen fiir Epo-GFP nur leicht ansteigt, zeigt sich ein starker Zuwachs
an endozytierten Vesikeln, die an Epo-Cy5.5 gebundenen EpoR enthalten.
Neben der Messung der Epo-abhéngigen Internalisierung und des Transports
des Rezeptors wurden weitere Messungen zur Bestimmung der Synthese- und
Degradationsgeschwindigkeit des Rezeptors durchgefiihrt. Zur Erhebung der Syn-
theseraten wurden das Fluoreszenzsignal des EpoR-GFP im FRAP-Aufbau nach
dem ersten Messzeitpunkt gebleicht (siehe hierzu Kapitel 1.1.3) und die Wieder-
kehr des Signal, entsprechend also die Menge an neu synthetisierten Rezeptoren,
in einem Zeitraum von 6 Stunden gemessen (Abb. 2.25). Die Fluoreszenzbilder
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zeigen die Intensitat der unbehandelten Zelle am Zeitpunkt 0’ und die vollstiandige
Wiederherstellung von selbigen nach circa 2 Stunden. Um die Degradationsrate
des Rezeptors zu quantifizieren, wurde die Zellen mit 2,5ug/ml Cycloheximid
behandelt und quantifiziert das abklingende Fluoreszenzsignal von EpoR-GFP
ebenfalls im gleichen Zeitraum (Abb. 2.26). Cycloheximid gehort zu der Gruppe
der Glutarimid-Antibiotika und unterbindet die Proteinbiosynthese, indem es un-
ter anderem die Bindung von Aminoacetyl-tRNA am Ribosomen verhindert. Es
kann also der Abbau des Rezeptors beobachtet werden wie in Abbildung 2.26(a)
dargestellt.

Die erhaltenen Mikroskopiedaten wurden mit Hilfe des in Kapitel 4.5 né-
her beschriebenen Segmentierungsprogramm in MATLAB ausgewertet |Kall4|.
Schwellwert abhingig konnten folgende Probenbereiche innerhalb der Zelle be-
stimmt werden: die Membranregion, EpoR-GFP enthaltene Vesikel, Epo-Cy5.5
Vesikel sowie Vesikel, die sowohl EpoR-GFP als auch Epo-Cy5.5 enthalten (Abb.
2.24). Die Schwellwerte zur Segmentierung wurden manuell bestimmt, indem Vo-
xel verschiedenen Probenbereichen zugeordnet und Intensitdtsschwellwerte fest-
gelegt wurden, die notwendig waren, um Regionen voneinander zu unterscheiden.
Wie beispielsweise in Abbildung 2.23 ersichtlich, ist MyrPalm-mCherry in vie-
len Zellen nicht nur auf die Membran beschrankt. Um Artefakte zu vermeiden,
wurde das mCherry-Signal dazu verwendet, die Zelle als Ganzes im Bildvolumen
zu erkennen. Die Aufenlinie des Zellbereichs wurde mit einer Dicke von 1um
als Membranregion definiert. Die Volumina aller Probenbereiche sowie des Zy-
toplasmas wurden bestimmt um Konzentrationen aus den segmentierten Daten
abschétzen zu konnen.

Da mit Hilfe des Segmentierungsprogramms neben den Intensititen in den
verschiedenen Kompartimenten der Zelle auch deren Volumen bestimmt werden
konnte, war es nun méglich die Konzentration von Rezeptor und Ligand zu be-
trachten, die im folgenden Kapitel mit Modellvariablen verkniipft werden konn-
ten.
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Abbildung 2.25: FRAP-FEzrperiment zur Bestimmung der Syntheserate des
EpoR. (a) Konfokale Mikroskopiebilder einer charakteristischen Zeitserie von ei-
ner lebenden H838 EpoR-GFP MyrPalm-mCherry Zellen. Nach dem ersten Mes-
szeitpunkt wurde das GFP-Signal durch einen 488nm Laser gebleicht. Das wie-
derkehrende Signal stammt von neu synthetisiertem FEpoR-GFP. (b) Einzelzell-
trajektorien aus 11 Zellen. Das Fluoreszenzsignal aus den Probenbereichen der
Membran, sowie des Zytosols konnte pro Zeitpunkt mat Hilfe eines eigens dafiir
entwickelten Segmentierungsprogramms (Kapitel 4.5) bestimmt werden.
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Abbildung 2.26: CHX-Experimente zur Bestimmung der Degradationsrate des
EpoR. (a) Zeitserie der Degradation von EpoR in H838 EpoR-GFP MyrPalm-
mCherry Zellen gemessen am Spinning-Disk-Mikroskop. Die Zellen wurden nach
dem ersten Messzeitpunkt mit 2,5ug/ml Cycloheximid behandelt und das Abklin-
gen des Fluoreszenzsignals tiber 6 Stunden gemessen. (b) Einzelzelltrajektorien
aus 7 Zellen. Gezeigt ist das Fluoreszenzsignal aus den Probenbereichen der Mem-
bran sowie im Zytosol.
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2.2.3 Modell des Rezeptortransports und zellulare Varia-
bilitat

Die Empfindlichkeit und Anpassungsfihigkeit eines Signaltransduktionsmecha-
nismus ist neben Riickkopplungsprozessen abhéngig von der Haufigkeit der Liganden-
Rezeptor-Interaktion, das heifst, von der Anzahl an Rezeptoren, die eine Zelle nach
aufen hin préasentiert. Um die dafiir verantwortlichen Prozesse zu identifizieren,
wurden eine Reihe von ODE-Modellen entwickelt, die an die in Kapitel 2.2.2
beschriebenen Einzel-Zell-Daten kalibriert werden konnten [Kall4|. Solche Vor-
géinge schliefsen durch ligandeninduzierte Rezeptor-Endozytose, Abtransport des
Komplexes in intrazellulire Recycling-Kompartimente und den Rezeptortrans-
port ein.

Das in Abbildung 2.27 gezeigte EpoR-Transport-Modell umfasst ein Grund-
modell und 4 Modellerweiterungen. Das Grundmodell beschreibt folgende Vor-
giange: die Internalisierung des Epo-EpoR-Komplexes in Recycling-Endosomen,
der Transport an die Membran, sowie die reversible Liganden-Rezeptor-Assoziation.
Die Modellvarianten bestehen aus A) dem intrazelluliren Abbau von Epo und
EpoR, B) intrazelluldre Degradation des EpoRs und dem Ausstof des Epos aus
der Zelle, C) dem intrazellulirem Abbau von Epo und der Ansammlung des zu-
vor aktivierten Rezeptors im intrazelluldren Vorrat sowie der Variante D), bei
der das aufgenommene Epo freigesetzt und EpoR an die Membran zuriick trans-
portiert wird. Bis auf die Bindungsparameter von Epo ko, gpo und kot s ppo, die
fiir jedes Einzelzellmodel als gleich angesehen werden konnten, wurden alle iib-
rigen Parameter in Abbildung 2.27 zur Beschreibung der Internalisierung, des
intrazellularen Transportes, des Recyclings, der Neusynthese und Degradation
als variabel zwischen verschiedenen Zellen angenommen.

Der Datensatz in Kapitel 2.2.2 und 2.2.1 aus 25 Zellen, die mit Epo stimu-
liert wurden, sowie jeweils 10 Zellen aus Synthese- (FRAP-) und Degradations-
(FRAP-) Experimenten und Populationsdaten aus Westernblot-Experimenten
konnte in einem Ensemble-Modell zusammengefiithrt werden. Zur Modellanpas-
sung wurden die experimentell erhaltenen Messgréfsen mit Modellvariablen fiir
gebundenes und ungebundenes Epo in verschiedenen zelluliren Kompartimenten
verkniipft (Tabelle 10.3 in [Kall4]|). Teilmodelle zur ausschlieklichen Beschreibung
der Degradation oder der Synthese von EpoR wurden in das Modell eingeschlos-
sen. Die Tatsache, dass es in den FRAP- und CHX-Experimenten moglich ist,
die Synthese- und Degradationsgeschwindigkeit genauer zu schéitzen, konnte zur
Verbesserung der Parameterschitzungen verwendet werden. Im Ensemble-Modell
wurde zu diesem Zweck die Randbedingung fiir die Parameterschitzung in den
enthaltenen Einzelzellmodellen verwendet, so dass die Mittelwerte und Varianzen
der kinetischen Parameter in Epo-internalisierenden Zellen gleich denen der Zellen
aus FRAP- und CHX-Experimenten sind und damit im physiologisch sinnvollen
Bereich liegen.

Durch Anpassung der Modellvarianten an die experimentellen Daten, konnte
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Abbildung 2.27: Modell des EpoR Transports. Das Grundmodell (grau) kann
mit den Komponenten A-D erweitert werden. In Anlehnung an [KBCT1/].

gezeigt werden, dass eine Kombination aus den Versionen A und D, also Degrada-
tion und Recycling, die Daten am besten erkldren kann, was frithere Betrachtun-
gen des Recycling-Prozesses des Rezeptors an die Membran bestétigt [BSB110].
Im Unterschied dazu scheint die in Becker et al. vorgeschlagene Kombination aus
Degradation des Rezeptors und Exozytose von Epo (Variante B in Abbildung
2.27) hier keinen Anteil am Rezeptortransport inne zu haben. Flussanalysen zeig-
ten, dass die Hélfte der Rezeptoren wiederverwertet und an die Membran trans-
portiert werden. Die Auswertung der besten Modellanpassung zeigte Variations-
koeffizienten fiir die geschitzten Einzelzellparameter von etwa 0,3, was bedeutet,
dass eine relativ genaue Parameterschitzung moglich war. Fiir die kinetischen
Parameter der Modellreaktionen in verschiedenen Zellen zeigten sich Variations-
koeffizienten von etwa 0,5, was zeigt, dass die Ursache fiir die zelluldre Variabilitit
recht gleichméfig auf die verschiedenen intrazellularen Transportprozesse verteilt
ist. Als néchstes wurde im Modell untersucht, inwiefern sich die Variabilitat in
verschiedenen intrazelluliren Transportprozessen auf die zellulare Variablitit bei
der EpoR-Internalisierung und bei dem Rezeptor-Recycling auswirkt. Zu diesem
Zweck wurden vor der Modellanpassung verschiedene kinetische Modellparame-
ter oder Kombinationen von Modellparametern fiir alle Zellen auf den gleichen
Wert fixiert, wihrend die iibrigen Parameter als individuell definiert wurden. An-
hand des Akaike-Informations-Kriterium (AIC) konnte eine Parameter-Rangfolge
erstellt werden. Hier zeigte sich, dass die kinetischen Parameter, welche die drei
Prozesse der Epo-EpoR-Internalisierung, des EpoR-Recycling und des Transports
von EpoR an die Membran bestimmen, den gréftten Einfluss auf den AIC haben
und damit ausschlaggebend fiir die Zell-zu-Zell-Variabilitét sind.

o7



2.2.4 Zusammenfassung

Der EpoR Transport konnte in einzelnen Zellen durch Einzelzell-und Populati-
onsdaten charakterisiert und die Heterogenitéit zwischen Zellen untersucht wer-
den. Durch verschiedene Behandlungen der Zellen konnten in Einzelzellmessun-
gen bestimmt werden, in welchem Rahmen sich die Aktivierung des Rezeptors
auf einzelne Zellen auswirkt und wie schnell der Rezeptor in einzelnen Zellen syn-
thetisiert oder abgebaut wird. Durch die Bestimmung eines reduzierten Modells
konnten die fiir den Transport des Rezeptors hauptséchlich verantwortliche Pro-
zesse identifiziert werden. Parameterabschétzungen zeigten, dass die Prozesse des
Transports, des Recyclings, die Synthese und des Abbaus sich in gleichen Anteilen
unterscheiden, aber die kinetischen Parameter der Synthese und Internalisierung,
sowie das Wiederverwerten des Rezeptors ausschlaggebend fiir die Variabilitét
zwischen Zellen sind.
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Kapitel 3

Diskussion

Im Rahmen dieser Arbeit konnten die Dynamik des Erythropoetin-Rezeptors
(EpoR) und seiner Mutante EpoR-T243N in der Membran durch einzelmole-
kiilspektroskopische Methoden und dessen Transport in der Zelle durch konfo-
kale Einzelzellmessungen charakterisiert werden. Zu diesem Zweck wurde der
Rezeptor stochiometrisch iiber einen HaloTag kovalent mit einem photostabilen
Silicium-Rhodamin-Farbstoff markiert und am TIRF-Mikroskop unter physio-
logischen Bedingungen untersucht. Fiir die konfokalen Einzelzellmessungen am
Spinning disk-Mikroskop trug der Rezeptor intrazellulir ein GFP-Molekiil. Nach
unserem Wissen sind die vorliegenden Untersuchungen die erste Studie iiber den
EpoR auf Einzelmolekiilniveau. Durch verschiedene Analysemethoden der Ein-
zelmolekiildaten konnten eine Vielzahl von quantitativen Parametern bestimmt
werden, die die Bewegung des Rezeptors in der Membran charakterisieren. Dabei
war es moglich in Echtzeit beispielsweise Anderungen des Bewegungstyps zu be-
stimmen, die durch Ensemblemessungen, wie FCS oder FRAP, nicht zuginglich
gewesen wiren. Fin neuer systembiologischer Ansatz wurde gewahlt um die Hete-
rogenitdt der Transportfliisse des EpoRs in einzelnen Zellen zu untersuchen und
dafiir verantwortliche Grofen zu bestimmen. Die wichtigsten Ergebnisse kdnnen
mit folgenden Aussagen zusammengefasst werden:

e Durch Stimulation steigen die Anteile an Rezeptoroligomeren in einzelnen
Zellen an der Membran an.

e Aktivierung des Rezeptors beeinflusst dessen Membranbewegung nicht maf-
geblich.

e Die Rezeptorbewegung ist mit Cholesterol assoziiert.

e Synthese, Internalisierungsprozesse und Recycling des Rezeptors sind fiir
die zellulare Heterogenitit verantwortlich.
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3.1 Anstieg der Anteile an Rezeptoroligomeren nach
Aktivierung

Innerhalb der Rezeptorfamilie der Zytokine gibt es einige Rezeptoren wie bei-
spielsweise den Somatotropin-Rezeptor, die bekannt dafiir sind Homodimere nach
Stimulation zu bilden |Fral4|, wihrend fiir andere Rezeptoren, wie die der Inter-
leukine, gezeigt werden konnte, dass sie beféhigt sind Heterodimere zu bilden
[WWK*11]. Der gleiche Homodimerisierungsmechanismus wie fiir den Somato-
tropin-Rezeptor wird ebenso fiir andere Zytokinrezeptoren wie den EpoR ange-
nommen. Eine Veroffentlichung von Forjtnikova et al. zeigt, dass der Transferrin-
Rezeptor 2 Bestandteil des EpoR-Signalkomplexes in UT7 Zellen ist [FVZT10).
Ligandeninduzierte Oligomerisierung von Rezeptoren gelten bei vielen Zytokin-
Rezeptoren als Initiator fiir die Signaltransduktion. Fiir den zur Familie der
Zytokine gehorenden Leptin-Rezeptor wurde vorgeschlagen, dass dieser zur Si-
gnalweiterleitung Oligomere bilden kann [DGD7*97|. Studien mit Mutanten des
Leptin-Rezeptors, denen entweder die Fahigkeit fehlte JAKs zu aktivieren oder
STATs zu rekrutieren, waren nur der Signalweiterleitung befihigt, wenn beide
exprimiert wurden |ZLP103]|. Was die Vermutung nahe legt, dass sich mehr als
zwei Rezeptoren fiir eine erfolgreiche Signaltransduktion zusammen lagern miis-
sen. Die Theorie, dass sensitive Signalweiterleitung auf der Bildung von Rezepto-
roligomeren beruht, kann auch fiir andere Rezeptoren der Zytokinfamilie gelten.
In diesem Teil der Arbeit wurde untersucht inwieweit der EpoR dazu beféhigt ist
ligandeninduziert Oligomere zu bilden. Dazu wurde der Wildtyp-Rezeptor und
seine Transmembranmutante, die einen groferen interhelikalen Abstand zwischen
Rezeptordimeren in der Transmembrandoméine zeigt, mit einem HaloTag verse-
hen und mit dem hellen Silicium-Rhodamin-Farbstoff markiert. Die Messung der
Rezeptorverteilung nach Stimulation mit Epo erfolgte an der basalen Membran
der Adenokarzinomzelllinie H838 durch TIRF-Mikroskopie. Die Haufigkeitsvertei-
lung der Fluoreszenzintensititen fiir die detektierten EpoR-Molekiile zeigen nach
Ligandenstimulus, sowohl fiir den EpoR-wt als auch fiir den EpoR-T243N, eine
Verschiebung zu hoheren Intensitiaten (Abb. 2.4 und 2.5). Dabei konnte durch Re-
ferenzmessungen mit einzelnen Farbstoffmolekiilen ndherungsweise abgeschitzt
werden, um wie viele Komponenten es sich bei dem detektierten Rezeptorsignal
handelt. Die Transmembranmutante zeigt dabei eine héhere Anzahl an einzel-
nen Komponenten als der Wildtyp-Rezeptor. Die Zahl der Komponenten kénnen
allerdings nur relativ geschétzt werden, da die absolute Zahl der Molekiile in
der Referenzmessung unbekannt ist. Dennoch ist eine Tendenz zu Bildung von
hoheren oligomeren Strukturen sichtbar.
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3.2 Geringe Beeinflussung der Membranbewegung
aktivierter Rezeptoren

Die Empfindlichkeit mit der Signale weitergeleitet werden, ist von der Zahl der
Rezeptoren an der Membran abhingig, die eine Aktivierung durch den Liganden
entgegen nehmen kénnen. Die Anzahl der Rezeptoren an der Membran nahm im
Fall von EpoR-wt direkt nach Stimulation rapide ab. Zehn Minuten nach Stimu-
lation befinden sich weniger als 50% der Rezeptoren an der Zelloberfliche (Tab.
2.1). Die Anzahl steigt ab 30 Minuten nach Stimulation wieder an. Becker et al.
postulierte, dass freier EpoR fortwihrend zwischen Membran und intrazellulé-
rem Reservoir zirkulieren. Dabei wird auch bei ligandeninduzierter Endozytose
ein Teil der Rezeptoren wiederverwertet und zuriick an die Membran transportiert
[Bec07|. Diese modellgestiitzte Hypothese, konnte durch die Einzelmolekiilmes-
sung der Rezeptoren bestitigt werden (Abb. 2.17). Hingegen nimmt die Zahl der
Rezeptoren der Transmembranmutante stetig ab, was darauf schlieffen lasst, dass
die Transmembrandoméne Einfluss auf den Recyclingprozess hat und die Mutante
damit nicht mehr fahig ist, nach ligandeninduzierter Endozytose an die Membran
zuriickzukehren. Der Diffusionskoeffizient der einzelnen Rezeptorpartikel konnte
aufgrund der mittleren quadratischen Verschiebung der Partikel berechnet wer-
den. Der mittlere Diffusionskoeffizient des EpoR betrug dabei vor Stimulation
0,17 4 0,06pm?/s und 10 Minuten nach Stimulation 0,18 & 0,07um?/s; fiir den
EpoR-T243N entsprechend 0,24 4+ 0,09um?/s und 0,194 0, 06pum?/s. Insgesamt
hat der Ligand keinen Einfluss auf die mittlere Bewegungsgeschwindigkeit der
Rezeptoren. Anhand ihrer Bewegungsspur konnten einzelne Trajektorien in drei
unterschiedliche Bewegungsklassen (gerichtet, beschrinkt, unbeschrankt) katego-
risiert werden. Beide Rezeptoren reagieren auf die Akt1v1erung mit Anderung
des Anteils beschriankter Bewegung (Abb. 2.10 und 2.12). Im Falle des EpoR-
T243N steigt auch der Anteil gerichteter Bewegung nach Stimulation signifikant

n (Abb. 2.12). Die Phosphorylierung des Rezeptors und seine damit verbundene
Internalisierung sinkt in BaF3-EpoR Zellen eine Stunde nach Aktivierung wie-
der auf Ausgangsniveau [BSBT10|. In H838 Zellen ldsst sich eine Abnahme der
Partikel hoherer Fluoreszenzintensitit zehn Minuten nach Stimulation erkennen
(Abb. 2.17), was eine raschere Internalisierung vermuten lésst. Diese Menge an
Rezeptorcluster erscheinen eine Stunde nach Stimulation wieder an der Mem-
bran. Diese Beobachtung legt zusammen mit den Erkenntnissen von Becker et al.
die Vermutung nahe, dass der EpoR schon vor Aktivierung in Clustern an der
Membran vorliegt, welche in einem Zeitraum von zehn Minuten nach Aktivierung
grofstenteils internalisiert werden und sich erst nach einer Stunde kontinuierlicher
Stimulation wieder im gleichen Ausmaf an der Membran ansammeln, um auf
erneute Aktivierung reagieren zu konnen.
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3.3 Assoziierung der Rezeptorbewegung mit Cho-
lesterol

Die Komponenten der Membran haben Einfluss auf die Rezeptorbewegung und
Internalisierung von Oberflichenrezeptoren. Der Transforming Growth Factor-
Rezeptor kann beispielsweise durch zwei verschiedene Wege internalisiert werden,
wobei Caveolae zur Degradation des Rezeptors und Clathrin-abhingig interna-
lisierte Rezeptoren zur Signalweiterleitung und Zellantwort fithren [DLGWO03|.
Aus der Familie der Zytokinrezeptoren zeigen der Interleukin-2 und der yc- Re-
zeptor dynaminabhéngige Internalisierungsprozesse [SDDV05|, die von lipid rafts
gesteuert werden und unabhiingig von Caveolae sind [LDBT01]|. Um den Einfluss
der Membran auf die Rezeptorbewegung zu bestimmen wurden H838 EpoR-wt
und T243N Zellen mit Chemikalien behandelt, die den Aufbau der Membran und
des Zytoskeletts beeinflussen. Chemikalien wie Blebbistatin und Latrunculin B,
die das Zytoskelett beeinflussen, haben kaum einen Effekt auf die Rezeptorbe-
wegung. Die Anordnung der Rezeptoren an der Membran bleibt nach Behand-
lung mit Latrunculin B, welches Aktin depolymerisiert, unverandert (Abb. 2.20).
Dynamin-abhéngige Internalisierungsprozesse scheinen ebenso fiir den EpoR ei-
ne Rolle zu spielen. Da der Anteil an sich beschréankt fortbewegenden Partikeln
zunimmt, ist anzunehmen, dass an der Membran verbleibende Einschniirungen
die Rezeptoren in ihrer Bewegung hindern. Den groften Effekt auf die Rezep-
torbewegung verursacht hingegen Methyl-S-Cyclodextrin. Durch die verminderte
Cholesterolkonzentration in der Membran erhéht sich der Diffusionskoeffizient
sowohl beim Wildtyp-Rezeptor von 0,13 £ 0,06 auf 0,24 + 0,08um?/s als auch
beim Mutanten 0,16 4 0,07 auf 0,26 + 0,04um?/s. Die Ergebnisse liefern einen
Hinweis darauf, dass der EpoR neben der bereits bekannten ligandeninduzier-
ter, clathrinabhangiger Endozytose, auch durch Dynamin abhéangige Prozessen
internalisiert werden kann und mit lipid rafts assoziiert ist. Dies konnte auch von
McGraw et al. in UT7-Zellen berichtet werden [MEFJ*12].

3.4 Zellulare Heterogenitat kann durch Synthese,
Internalisierung und Recycling erklart werden

Vor dem Hintergrund der Funktion der Endozytose neben der Signalweiterleitung,
die Signalantwort eines aktivierten Rezeptors abzuschwéchen, wie es fiir andere
Rezeptoren, wie zum Beispiel dem EGFR postuliert ist [SGREBO09], ist es wichtig
aufzukldren, welche Mechanismen fiir den Transport von EpoRs vom intrazellu-
larem Vorrat an die Membran verantwortlich sind und wie die Internalisierung
aktivierter Rezeptoren oder das Recycling von Rezeptoren bewerkstelligt werden.
Schlussendlich soll die Analyse der zelluldren Variabilitit dazu fiihren, die Prozes-
se zu identifizieren, die letztendlich zu dieser Heterogenitét fiihren. Damit liefsen

62



sich Schliisselstellen des Transduktionsmechanismus erkennen. Im Rahmen dieser
Arbeit konnte ein experimenteller Aufbau entwickelt werden, der es ermdoglichte
den Transport aktivierter Rezeptoren und dessen Liganden innerhalb einzelner
Zellen zu verfolgen. Durch FRAP-Experiment, beziehungsweise durch die Be-
handlung der Zellen mit CHX, konnten die Synthese- und Degradationsrate des
EpoR in H838 Zellen bestimmt werden. Die Heterogenitdt zwischen Zellen wurde
im Modell durch unterschiedliche kinetische Parameter eingefiihrt. Es konnte ei-
ne minimale Modellvariante fiir die Dynamik des EpoR identifiziert werden; eine
Kombination der Prozesse fiir Degradation und Recycling des Rezeptors kdnnen
die Einzelzelldaten am besten beschreiben. Dies konnte Annahmen fritherer popu-
lationsbasierender Modelle bestétigen |GL06, BSBT10]. Im Gegensatz zur Studie
von Becker et al., in der intrazellularer Abbau des Rezeptors mit gleichzeitiger
Exozytose von Epo verbunden ist, spielt dieser Vorgang bei einzelnen Zellen keine
Rolle.

3.5 Zusammenfassung und Ausblick

Zusammenfassend konnte im ersten Teil der Arbeit der Einfluss der Transmem-
brandoméne auf den Transport und die Dynamik des Rezeptors in der Membran
durch Einsatz einzelmolekiilspektoskopischer Methoden und kovalenter Fluores-
zenzmarkierung erstmals fiir den EpoR charakterisiert werden. Die Vermutung
zur Bildung oligomerer Strukturen nach Stimulation konnte durch Schitzen der
relativen Komponentenanzahl bestitigt werden. Ebenso konnte gezeigt werden,
dass der aktivierte EpoR, der in einem Membranbereich hoherer Rezeptordichte
im Vergleich zu Partikeln geringerer Intensitit liegt, schnell internalisiert wird
(Abb. 2.17). Zwar geniigte die Referenzmessung einzelner Farbstoffmolekiile in
Losung um einen Anhaltspunkt hinsichtlich der Anzahl der zugrundeliegenden
Komponenten zu erhalten, doch wire es zur Quantifizierung der absoluten Zahl
an Rezeptoren, die diesen oligomeren Ansammlungen zugrundeliegen, wiinschens-
wert eine Standardprobe zur Verfligung zu haben, die eine diskrete Anzahl an
Fluorophoren trigt. Eine viel versprechende Moglichkeit, Proteinoligomere iiber
die Anzahl von Fluorophor zu quantifizieren, kénnte es sein die absolute Zahl
durch Counting-by-photon statistics (CoPS) zu bestimmen |GKH14|. Die Metho-
de nutzt das Phanomen des Antibunching zur Schéitzung der Anzahl von ein-
zelnen Emittern. Weiterfiihrende Studien zur Untersuchung des Einflusses der
Transmembrandoméne auf den Rezeptortransport und Recycling konnten fluo-
reszenzmarkierte assoziierte Kinasen liefern, auch um den Anteil nicht-liganden-
abhéngiger Endozytose bestimmen, dhnlich wie es kiirzlich fiir den EGFR gelun-
gen ist |[LZTKT14|. In vorliegender Arbeit konnte gezeigt werden, dass innerhalb
der angewendeten Messbedingungen der EpoR mit Cholesterol in der Membran in
unstimulierten Zustand assoziiert ist und das Zytoskelett, das die Membran kom-
partimentiert, keinen Einfluss auf die Verteilung des unstimulierten Rezeptors in
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der Membran hat. Dies schliefst jedoch nicht aus, dass das Zytoskelett Einfluss
auf die Signalweiterleitung des aktivierten Rezeptors durch Kompartimentierung
hat und beispielsweise durch lokale Konzentrationserhhung die Bildung von Oli-
gomeren fordert. Um die Dynamik des Rezeptors noch umfassender zu verstehen,
konnte hier mit schnellerer Detektionssensorik und einer hoheren Zeitauflésung im
Nanosekundenbereich Ereignisse, wie die sogenannte ,,Hop“-Diffusion, das wech-
seln zwischen Kompartimenten des Membranskeletts, sichtbar gemacht werden
IKSKH*10, SLHE14].

Zukiinftig kénnen der auf die Transportkinetik angewendete Ansatz, die He-
terogenitit zwischen einzelnen Zellen durch Zellensemblemodelle zu beschreiben,
dazu genutzt werden, zugrundeliegende Regulatoren, die fiir die Variabilitat ver-
antwortlich gemacht werden kénnen, zu identifizieren. Dadurch kénnten effiziente-
re Ansatzpunkte fiir beispielsweise die chemotherapeutische Behandlung von sich
heterogen verhaltenden Krebszellpopulationen in Tumoren gefunden werden. Die
Vorgehensweise und Analyse der Einzelmolekiilverfolgungsdaten in dieser Arbeit
stellt eine allgemein anwendbare Methode dar, um Rezeptordynamiken an der
Membran zu untersuchen.
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Kapitel 4

Materialien und Methoden

4.1 Zelllinien und Zellkultur

4.1.1 Verwendete Zelllinien

Die in dieser Arbeit verwendeten humanen non-small cell lung cancer (NSCLC)
Adenokarzinomzelllinien H838 wurde von ATCC (Chicago, USA) bezogen. Im er-
sten Teil der Arbeit fanden die Fusionsproteine des Wildtyp-Rezeptors und seiner
Transmembranmutante T242N Verwendung, die jeweils extrazellular HaloTag(c)
(pFN22A, Promega) trugen. Basis war das in der AG Klingmiiller vorhandene
pMOWS-HA-hEpoR-Plasmid, welches einen retroviralen Expressionsvektor trug
[KHO'02]. Bei der Mutation des Rezeptors handelt es sich um einen Austausch
von Threonin an der Position 242, die in einer hochkonservierten Region der
Transmembrandomaéne liegt. Durch modellbasierte Analyse konnte ein hoherer
interhelikaler Abstand in Rezeptorhomodimeren gezeigt werden [Bec07].

Zur Beobachtung der zelluldren Variabilitat (Kapitel 2.2) wurde das Fusi-
onsprotein aus Wildtyp-Rezeptor und GFP gewéhlt, da damit auch die zellu-
lire Degradation des Rezeptors beobachtet werden kann [Bec07|. Das Plasmid
pMOWS-HA-EpoR-GFP konnte durch retrovirale Transduktion in H838 Zellen
eingebracht werden.

4.1.2 Kultivierung und Passagierung der Zellen

Die Zellen wurden im Brutschrank bei 37 °C' und 5 % CO,-Séttigung auf be-
schichteten Zellkulturschalen (TPP, Schweiz) kultiviert. Das verwendete Kultur-
medium DMEM ohne Glutamin (Lonza, Basel, Schweiz) enthielt folgende Sup-
plemente: 10 % FBS, 100 % Penicillin, 100 £% Streptomycin (beides Invitrogen)
und 2 mM L-Glutamin (Gibco). Fiir die Subkultivierung und um Zellen fiir
Versuche zu gewinnen, wurden adhérente Zellen mit Hilfe der Protease Tryp-
sin (Trypsin/EDTA, Invitrogen), welche Adhésionsproteine proteolytisch spaltet,
vom Boden der Zellkulturflasche gelst. Zundchst wurde das Zellkulturmedium
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abgesaugt. H838-Zellen wurden mit DPBS (Invitrogen) gewaschen und anschlie-
fsend 5 Minuten mit Trypsin-EDTA bei 37 °C' im Brutschrank inkubiert. Dann
wurde frisches Medium zugegeben, um die Wirkung des Trypsins abzuschwé-
chen. Die Zellen wurden in entsprechender Verdiinnung in eine neue Kulturschale
mit frischem Zellkulturmedium iiberfiihrt. Zur Selektion fiir den Erythropoetin-
Rezeptor fand das Antibiotikum Puromycin Verwendung, was der Kulturschale
mit einer Konzentration von 1,5 £4 Kulturmedium zugefiihrt wurde.

Fiir die Experimente wurden 15.000 Zellen 48 Stunden zuvor in sterile §-well
Lab-Tek-Kammern (NuncA/S, Roskilde, DK) in DMEM ohne Phenolrot {iber-
fithrt. Das DMEM ohne Phenolrot enthielt ebenfalls 10 % FBS, 100 % Penicil-
lin, 100 £2 Streptomycin und 2mM L-Glutamin. Zuvor wurde die Oberfléche des
Deckglas aus Borosilikat durch 200 pl 0,1M Flusssédure (AppliChem, Darmstadt)
pro Kammer gereinigt und anschliefend 3 mal mit ddH>0O gewaschen. Dieser
Vorgang wurde zwei Mal wiederholt. Im Anschluss wurden die Kammern mit
2M Glycin fiir 30 Minuten behandelt, bevor die Zellen auf die Oberflache gesetzt
werden konnten. Fiir Stimulationsexperimente wurden die Zellen 5 Stunden vor
dem Versuch oder iiber Nacht in Medium ohne Serum iiberfiihrt, um ihnen damit
vom Medium bereitgestellte Wachstumsfaktoren zu entziehen. Das phenolrotfreie
Medium enthielt 100 % Penicillin, 100 £% Streptomycin und 2 mM L-Glutamin,
sowie 1 74 BSA.

Fiir eine lingerfristige Lagerung wurden die Zellen bei -196 °C' in Fliissig-
stickstoff aufbewahrt. Als Gefrierschutzmittel fiir die Kryokonservierung diente
Glycerol. Um Zellen einzufrieren, wurden sie mit Hilfe von Trypsin von der Zell-
kulturflasche geldst, die Zellsuspension wurde 5 Minuten bei 300 g zentrifugiert.
Die Zellen wurden anschliefend in Einfriermedium aufgenommen. Das verwen-
dete Einfriermedium bestand aus normalen Zellkulturmedium mit den Supple-
menten 10 % FBS und 10 % Glycerol. Je 1 ml der Zellsuspension wurden in ein
Kryordhrchen iiberfiihrt. Die Kryorohrchen wurden zunéchst circa 24 Stunden in
einer Einfrierbox gefiillt mit Isopropanol bei -80 °C' gelagert und anschliefsend
in Fliissigstickstoff iiberfiithrt. Um die Zellen aufzutauen wurde das Kryorohr-
chen auf 37 °C' im Wasserbad temperiert. Die Zellsuspension wurde anschliefend
rasch in vorgelegtes Medium iiberfiihrt, um die Zellen dem toxischen Glycerol zu
entziehen.

4.1.3 Retrovirale Transduktion der Zellen

Wie in Kapitel 2.2.1 geschildert, wurde der pMOWS-HA-EpoR-GFP durch stabi-
le Transduktion mit Hilfe von Retroviren in die Zellen gebracht. Zur Gewinnung
des Virusiiberstands wurde aus 800’000 Phoenix eco/ampho-Zellen, die am Vor-
tag auf eine 6-well-Platte ausgesit waren, durch 25 pM Chloroquindiphosphat
(Sigma-Aldrich, Steinheim) mit der iiber Calciumphosphat geféllten DNA trans-
fiziert. Dazu wurden pro 6-well-Kammer 8 pg Plasmid mit 2 pug Helfer-Vektor
versetzt in 112,5 pul ddH0 gelost und mit 12,5 ul 2,5 M CaCly gemischt. Dar-
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aufhin wurden durch tropfenweise hinzugegeben von 125 ul 2-fach HBS die DNA
prazipitiert. Die Losung wurde nun langsam zu den Zellen hinzugefiigt und nach 6
Stunden im Inkubator das Medium gewechselt. Der Virusiiberstand wurden nach
14-18 Stunden entfernt und mit einem 0,45 pm Filter (Millipore, Billerica,USA)
von den Phoenix eco/ampho-Zellen getrennt.

Die H838 Zellen wurden 16 Stunden vor Transduktion mit einer Dichte von
2-10° Zellen in 6-wells iiberfiihrt. Fiir die Transduktion wurde das Kulturmedium
mit dem 1 ml retroviralem Uberstand ausgetauscht, der mit 8 24 Polybrene(©
(Sigma-Aldrich, Steinheim) und 750 p/ Kulturmedium versetzt war und anschlie-
fsend fiir 3 Stunden bei 340 g zentrifugiert. Im Anschluss wurden die Zellen in
Standardmedium kultiviert und am darauffolgenden Tag durch 1,5 £4 Puromy-
cin selektiert. Die Zellen konnten nach zwei Passagezyklen eingefroren oder fiir
Experimente verwendet werden.

4.2 Proteinquantifizierung

Zum Nachweis der Prisenz oder Funktionalitit der Rezeptorfusionproteine wur-
den diese im totalen Zelllysat analysiert. Zu diesem Zweck wurden die Zellen 3
Tage vor dem Experiment in DMEM ohne Phenolrot iiberfiihrt und iiber Nacht
vor dem Experiment in DMEM ohne Phenolrot und FBS mit 1 % BSA kultiviert.
Die Zellen wurden jeweils fiir 10 Minuten mit 10 % Epo stimuliert und auf Eis
mit 1,25-fach Lysepuffer versetzt. Der Lysepuffer bestand aus 25 ml Lysepuffer
Stammlésung (aus 300 mM NaCl, 40 mM Tris pH 7,4, 20 mM NaF, 2 mM ED-
TA pH 8,0, 2 mM ZnCly , 2 mM MgCls , 2 mM Na3V Oy, 20 % Glycerol), 500
ul IGEPAL (IGEPAL CA-630, Octylphenyl-polyethylenglykol, Sigma-Aldrich),
15 ml dH,O, 25 pl Aprotinin (Sigma, 1 74), 25 ul AEBSF (Sigma, 100 ™4).
Die Zellen wurden abgeschabt, das Lysat durch Pipettieren homogenisiert und
im Anschluss 30 Minuten bei 4 °C' rotiert und bei 13’000 rpm fiir 10 Minuten
zentrifugiert. Die zytosolische Fraktion befindet sich nun im Uberstand und wird
in ein neues Eppendorfgefaf iiberfiihrt. Die Proteinkonzentrationen wurden mit
Hilfe einer BCA-Analyse (Thermo Scientific) bestimmt. Fiir die Immunopré&zi-
pitation wurden entsprechend der BCA-Analyse 1,5 mg Protein verwendet und
das Lysat mit Zielgen spezifischem Antikorper (Anti-EpoR MAB307 (R&D) oder
Anti-STAT5 (C17) Lot:E1410), sowie 25 ul of Protein A Sepharose (GE Health-
care) versetzt und iiber Nacht rotiert. Die Immunoprézipitate wurden zweimal
mit 1,25-fach Lysepuffer und einmal mit TNE-Puffer (10 mM Tris pH 7,4, 100
mM NaCl, 1 mM EDTA, 100 uM Na3VOy4) gewaschen und mit 25 ul 2-fach
SDS-Probenpuffer (2 % SDS, 50 mM Tris pH 7,4, 10% Glycerin, 100 mM Di-
thiothreitol, 0,01 % Bromphenolblau, 10 % S-Mercaptoethanol) geldst und sofort
elektrophoretisch aufgetrennt oder bei -20 °C' eingefroren. Die Proteine werden
anschliefend aufgrund ihrer elektrophoretischen Mobilitit in einer denatierenden
SDS-PAGE aufgetrennt (Tab. 4.1). Die Proben wurden fiir 5 Minuten auf 96 °C
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fiir ein Gel 10 % Gel Sammelgel

40 % Acrylamid 5 ml 1 ml
2 % N,N’-Methylenbisacrylamid 1,3 ml 0,5 ml
1,5 M Tris-HCI pH 8,8 5 ml

1 M Tris-HCI pH 6,8 1,25 ml
10 % SDS 200 pl 100 il
10 % Ammoniumpersulfat 200 pul 100 pl
Tetramethylethylendiamin 20 pl 10 pl
ddH,0O 8,5 ml 7,15 ml

Tabelle 4.1: Gelzusammensetzung fir die SDS-PAGE

erhitzt, fiir 2 Minuten bei 13’000 rpm zentrifugiert und in ein 10% Polyacyrla-
midgel aufgetragen.

Der Immunoblot wurde in halbtrockenen Kammern (Amersham Biosciences)
auf Nitrozellulosemembran (Protran, Whatman GmbH) fiir eine Stunde iibertra-
gen. Darauthin wurde die Membran in Ponceau-Rot (Ponceau S solution, Sigma)
geschwenkt, um die Proteine zu fixieren. Unspezifische Antikérper wurden wur-
den mit 2% BSA in TBS-T (10 mM Tris pH 7,4, 150 mM NaCl, 0.2% Tween-20)
blockiert und die Membran im Anschluss iiber Nacht mit dem Antikorper in einer
1:10’°000 Verdiinnung in 1% BSA in TBST-T bei 4 °C inkubiert. Daraufhin wurde
die Membran mit dem an Meerrettichperoxidase gekoppelten Antikorper fiir 45
Minuten inkubiert, mit Luminol (GE Healthcare) gefirbt und die Chemolumines-
zenz durch den ImageQuant LAS 4000 (GE Healthcare) gemessen. Zunéichst wur-
de der Immunoblot mit einem anti-Phosphotyrosin-Antikérper (anti-pTyr (4G10)
Lot: DAM1682114) entwickelt um den Phosphorylierungsgrad beobachten zu kon-
nen, danach wurde der Antikérper von der Membran mit Stripping-Puffer (62,5
mM Tris pH 6,8, 2% SDS, 100 mM p-Mercaptoethanol) fiir 20 Minuten bei
65 °C entfernt und anschlieffend mit dem entsprechenden Antikorper fiir die to-
tale Proteinmenge entwickelt.

4.3 Markierung von Proteinen

Zur Markierung des Erythropoetin-Rezeptors in H838-Zellen fand das auf
dem bakteriellen Enzym Haloalkandehalogenase basierende HaloTag zur kovalen-
ten Bindung von organischen Farbstoffen Verwendung |[LEM™08|. Das Fusions-
protein wurde im Rahmen einer von mir betreuten Masterarbeit erstellt [Sall3].

Die Wahl des fluoreszenten Halo-Liganden fiel auf das kiirzlich synthetisierte
Silicium-Rhodamin (SiR) [LUO13|, dessen Struktur nachstehend in Abbildung
4.1 gezeigt ist. Der Farbstoff wurde freundlicherweise von Grazvydas Lukina-
vicius (Kai Johnsson, Ecole Polytechnique Fédérale de Lausanne, Schweiz) zur
Verfiigung gestellt. Neben der hohen Geschwindigkeitskonstante von iiber 250’000
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Abbildung 4.1: Struktur des SiR-Halo und Bildung des Spirolacton

M~1s7! fiir die Reaktion von SiR-Halo mit HaloTag, war vor allem die Eigen-
schaft des SiR, die von Lukinavicius et al. postuliert wurde, im ungebundenen
Zustand nicht-fluoreszente Spirolactone zu bilden [LUO%13|. Die Haloalkandeha-
logenase entfernt Halogene von Alkanen durch nukleophile Substitution, dadurch
wird im aktiven Zentrum des Enzyms ein Carbonsaureester zwischen der Alkan-
kette des Halotag-Liganden und Aspartat gebildet.

Die Markierung von Erythropoetin fiir die Internalisierungsexperimente
(Kap. 2.2) erfolgte mit dem Hydrazid Cy5.5 (GE Healthcare). Zunéchst wur-
den 800 pg EPOsf (Roche, Penzberg, Germany) (2,479) zur Aufreinigung vier
mal drei Stunden lang gegen 500 ml einer 100 mM NaOAc-Losung (pH 5,5),
in einer Dialysekassette mit einem Grenzwert von 7.000 Da (Fisher Scientific,
Schwerte-Geisecke, Deutschland) bei 4 °C' aufgereinigt. Die Kohlenhydratreste
des Glycoproteins wurden durch 1 mM NalO4 bei 4 °C' oxidiert. Die Reak-
tion wurde nach 20 Minuten durch die Zugabe von 15 mM Glycerol gestoppt
und das oxidierte Erythropoetin, wie oben beschrieben nochmals dialysiert. Zur
Kopplungsreaktion des Cyb.5-Hydrazids (GE Healthcare) wurde der Farbstoff in
50-fachem Uberschuss dazugegeben und fiir 2 Stunden bei RT in Kopplungspuffer
(0,1M NaH,POy, 0,15M NaCl, pH 7,2) geriihrt. Das Produkt bei 4 °C' 200 mM
K3PO, und 5% Saccharose erneut dialysiert, um freien Farbstoff zu entfernen.
Zur Bestimmung der Konzentration des fluoreszenzmarkierten Proteins wurde die
Absorption im UV-VIS-Spektrometer bei 280 nm ermittelt. Die Lambert-Beer-
Beziehung beschreibt den proportionalen Zusammenhang zwischen der Weglénge
d, der Farbstoffkonzentration ¢, und dem Extinktionskoeffizienten £(\) und gilt
nur fiir monochromatisches Licht, sowie verdiinnte Losungen (¢ < 1072 2)
bei denen ausschlieflich der geloste Stoff absorbiert. e(\) weist eine zusétzliche
Temperatur- und Losungsmittelabhéngigkeit auf und kann durch Grenzflache-
nadsorptionseffekte Verdnderungen erfahren.
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Die bekannte experimentell oft genutzte Beziehung lautet:

Iy
E = logy, o =c(N)-c-d (4.1)

Aus dem dekadischen Logarithmus des Quotienten aus Referenz- Iy und Mess-
strahlintensitat (), dem reziproken Transmissionsverhéltnis, ergibt sich die Ex-
tinktion E.

Da sdmtliche Farbstoffe ebenfalls eine gewisse Absorption bei 280 nm zeigen,
muss die gemessene Absorption Asgg um den Absorptionsbeitrag durch den cor-
rection factor C'Fygy des Farbstoffes korrigiert werden. Der correction factor kann
durch CFygy = % bestimmt werden und liegt bei Cy5.5 bei C'F¢ys55 = 0, 18.
Um den Markierungsgrad (degree of labeling, DOL), also die mittlere Anzahl an
gebundenen Farbstoffmolekiilen, eines Proteins zu bestimmen, kann der Quotient
aus Absorption des Proteins und des Farbstoff bei jeweiligen Absorptionsmaxi-
mum betrachtet werden. Damit resultiert fiir den DOL [AT15]:

Amaz
DOL — Alimaz‘ — Am(ll‘ : EPTotein (42)
Eriote.m (AZSO - Amax : CFZBO) * Emaz
Protein

Fiir das markierte Epo-Cy5.5 ergab sich dadurch ein DOL von 1,29. Zur Auf-
nahme der UV /Vis-Absorptionsspektren diente ein Cary 500 Spektrometer der
Firma Varian (Darmstadt, Deutschland). Die Messungen wurden in Suprasil-
Quarzglas-Halbmikrokiivetten der Firma Hellma (Miillheim, Deutschland) durch-
gefiihrt.

4.4 Mikroskopaufbau und Messung des Rezeptors

Das in Kapitel 2.1 verwendete TIRF-Mikroskop, dessen Strahlengang schema-
tisch in Abbildung 4.2 gezeigt ist, wurde in unserer Arbeitsgruppe selbst auf-
gebaut. Neben dem hier dargestellten und verwendeten 635 nm Diodenlaser (30
mW Dauerstrich, TECRL-25G-635, World Star Tech, Toronto, Canada), standen
noch weitere Anregungswellenlédngen mit 488 nm (40 mW Dauerstrich, PC13781
Cyan Laser Head, Newport), 532 nm (30 mW Dauerstrich, TECRL-30, World
Star Tech) und 561 nm (50 mW Dauerstrich), welcher gesondert in den Strah-
lengang eingebaut wurde, zur Verfiigung. Die iibrigen Laser passierten zunéchst
einen Aufreinigungsfilter, bevor sie jeweils in eine Monomode-Glasfaser (Thorl-
abs, Newton, NJ) eingekoppelt wurden und die Laserstrahlen einen akustisch-
optisch regelbaren Filter (AOTFnC.Vis, AA Opto-Electronic, Orsay Cedex, Fran-
ce) passieren konnen. Uber den AOTF kann sowohl die Wellenliinge als auch die
Intensitit des Lasers eingestellt werden. Im Anschluss gelangt der Laserstrahl
iiber drei Spiegel und zwei Linsen an die hintere Offnung des inversen Mikroskops
(Zeiss Axiovert 200M, Carl Zeiss, Jena) und durch das Olimmersionsobjektiv (Ni-
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Abbildung 4.2: Messaufbau des TIRF-Mikroskops

kon CFT Apochromat TIRF 100x Oil, N.A. 1.49, Nikon, Diisseldorf). Im Mikro-
skop trennt ein dichroitischen Spiegel (Dual Line Beam Splitter z 532/633, AHF
Analysentechnik, Tiibingen) Anregungs- von Emissionslicht. Die durch die nach
Stoke zu hoheren Wellenldngen hin verschobenen emittierten Photonen werden
durch das Objektiv gesammelt und konnen den Dichroiden passieren. Eine Blende
erzeugt ein rechteckiges Gesichtsfeld und die Photonen werden anschlieftend durch
einen Notch-Filter (488/532/631-640 nm, AHF Analysentechnik, Tiibingen) von
Anregungslicht befreit. Das Emissionslicht wird durch einen Bandpassfilter wei-
ter eingeschrankt (SMD-Sperrfilter, HQ 685/70, AHF Analysentechnik, Tiibin-
gen) und auf den Sensor einer CCD-Kamera geleitet (iXon+ 897 Ultra emCCD,
Andor, Belfast, UK). Die Videos wurden mit der vom Hersteller zu Verfiigung
gestellter Software Andor Solis aufgenommen.

Zur Messung von lebenden Zellen wurde der motorisierte Mikroskoptisch (Ap-
plied Scientific Imaging, Eugene, USA) mit einem auf 37 °C' beheizbaren Einsatz
(Okoloab, Ottaviano, NA, Ttaly), sowie das Objektiv mit einem Heizring (Warner
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Instruments, Hamden, CT, USA) bestiickt. Aufgrund der Temperierung wurde
ein spezielles Immersionsdl der Firma Cargille verwendet, das einen Brechungsin-
dex von n = 1,515 und eine Viskositiat v =1, 2510_47”?2 bei 37 °C' aufweist (Typ
37 DF, Cargille, CedarGrove, NJ, USA). Dem resultierenden Fokusdrift konnte
durch ein Autofokussystem (CRISP, Applied Scientific Imaging, Eugene, USA)
entgegen gewirkt werden, damit war es moglich dieselbe Zelle fiir einen Zeitraum
von einer Stunde zu beobachten. Falls nicht anders angegeben, wurden die mar-
kierten Zellen mit einer Belichtungszeit von 100 ms und einer Anregungsleistung
von 1mW gemessen.

Fiir die Experimente der Aktindepolymerisation an fixierten Zellen wurden
die H838 EpoR-wt/EpoR-T243N Zellen mit 0,2 M SiR-Halo gefirbt und im
Anschluss mit 10 pM Latrunculin B (Sigma-Aldrich) fiir 20 Minuten bei 37 °C
behandelt. Daraufhin wurden die Zellen in DPBS gewaschen und mit 4 % Para-
formaldehyd fixiert, mit Triton-X (2 % BSA) fixiert. Anschlieffend mit 5 % BSA
fiir 20 Minuten behandelt und dann mit Phalloidin-Atto 565 (ATTO-TEC, Sie-
gen) fiir 30 Minuten bei 37 °C' inkubiert.

Die Einzelzellexperimente aus Kapitel 2.2 wurden mit einem Yokogawa- Spin-
ning Disk Mikroskop durchgefiihrt (ERS6, PerkinElmer). Das inverse Mikroskop
(Nikon TE-2000, Nikon, Diisseldorf) war mit einer Inkubationskammer fiir Ver-
sorgung mit 5% C O und Temperierung auf 37 °C' ausgestattet und verfiigte tiber
ein Olimmersionsobjektiv (Nikon Plan Apo A 100x NA 1.45, Nikon, Diisseldorf).
Die drei Kanédle GFP, mCherry und Cy5.5 wurden mit den Laser der Spektralli-
nien 488 nm, 564 nm und 640 nm anregt und konnten mit den entsprechenden
Bandpassfiltern von 527/55, 615/70 und 705/90 von unspezifischer Strahlung ge-
trennt werden. Fir FRAP-Experimente stand die PerkinElmer Photokinesis Ein-
heit zum Photobleichen zur Verfiigung. Die Detektion erfolgte iiber eine EMCCD
Kamera (Hamamatsu C9100-02) mit einer Sensorgréfe von 1000x1000 Pixeln, da-
bei wurde eine Belichtungszeit von 200 ms und eine Zusammenfassung von 4x4
Pixeln gewéhlt. Die Bildaufnahme erfolgte iiber die PerkinElmer Software Volo-
city.
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4.5 Datenanalyse

4.5.1 Analyse der Einzelmolekiildaten

Die Partikel wurden mit dem 2011 von Jagaman fiir Messungen in Zellen beschrie-
benen Algorithmus detektiert und verfolgt [JLM 08, JKT*11|. Zusammengefasst
werden hier in einem ersten Schritt die Position (unterhalb der Bildpunktgrofe)
und die Intensitét (iiber dem Hintergrundsignal) von beugungsbegrenzten Par-
tikeln detektiert, indem eine Anpassung einer 2D Gauffunktion mit der Stan-
dardabweichung der Punktabbildungsfunktion des Mikroskops an lokale Intensi-
tdtsmaxima erfolgt. Von Bild zu Bild werden die Partikel sukzessiv nach der von
Reid et al. bereits 1979 verdffentlichten multiple-hypothesis tracking Methode
verfolgt |Rei79]. Fiir jede Zustandsénderung, wie zum Beispiel Vereinigung oder
Trennung von anderen Partikeln, das Auftreten, Erscheinen oder Blinken von
Partikeln, wird diesem Strafpunkte, abhéngig von der Zustandsdnderung, zuge-
wiesen. Das Ergebnis mit der minimalen Summe an diesen Strafpunkten wird
durch das Programm als Losung ausgewéhlt. Die Bewegung der Partikel werden
aufgrund der Streuung ihrer Positionen entlang ihrer Bewegungsspur zunéachst
in nicht-gerichtete oder gerichtete Bewegung unterteilt |[HKTT06, JKT*11|. Die
Klassifizierung der Bewegung wurde durch die moment scaling spectrum (MSS)-
Analyse durchgefiihrt [FaMYO01, ESST05|. Dieses beruht darauf fiir jede Trajek-
torie ein Momentum g, (¢) der Ordnung v = 1...6 als Funktion der Latenzzeit t
mit zu berechnen.

Nu(t) =4D,, - " (4'3)

p2(t) ist dabei die mittlere quadratische Verschiebung der Partikel. Der Dif-
fusionskoeffizient D, und +” wurden bestimmt. Der Graph von 7" gegen v wird
als moment scaling spectrum bezeichnet [FaMYO01|. Ein Beispiel fiir solche ei-
ne Auftragung ist in Abbildung 4.3(a) gezeigt. Fiir alle selbstdhnliche Prozesse
zeigt der MSS eine Gerade, deren Steigung Sj;ss bei selbstdahnlichen Prozessen
dazu heran gezogen werden kann verschiedene Bewegungsklassen von Trajekto-
rien zu bestimmen. Dabei beschreibt 0 < Sj;59 < 0,5 beschrankte Diffusion und
0,5 < Syss < 1 unbeschriankte Diffusion (beschrinkte Diffusion mit bestimmten
Drift), Syss = 0,5 beschreibt freie Diffusion. Das beschriebene Verfahren wur-
de in den Verfolgungsalgorithmus implementiert [JKTT11|. In Abbildung 4.3(b)
ist die Analyse eines ganzen Videos beispielhaft dargestellt bei dem Partikel mit
einem Sy;gs groker eins bzw. kleiner null nicht beriicksichtigt wurden.

Die aus der Amplitude der Gaufkfunktion erhaltenen Partikelintensititen eines
Videos unterliegen photophysikalisch bedingten Schwankungen und Verteilungen,
die als normal verteilt angesehen werden kénnen. Besteht das betrachtet System
aus mehreren Komponenten, ist zu erwarten, dass die Intensitdten die Summe
einer Gauk’sche Verteilung bilden, was zur Identifizierung der Anzahl der Kom-
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ponenten verwendet wurde. Nach globaler Anpassung wurde die wahrscheinlichste
Summe an Gauf’schen Verteilung mit Hilfe des Akaike-Informations-Kriterium
bestimmt |AkaT73].

Y

3t

e beschrankt
e unbeschriankt

Steigung_MSS

0 100 200 300 400 500
Trajektorien-Lange [Bilder]
(b)

Abbildung 4.3: (a) Beispiel eines Moment Scaling Spectrum einer Trajekto-
rie, die beschrinkte Bewegung zeigt. (b) Streuhistogramm der Steigung des Mo-
ment Scaling Spectrum um die Bewegungsklassen von Trajektorien zu klassifi-
zieren. Grin zeigt die Trajektorien, welche als unbeschrinkt, blau solche die als
beschrinkt klassifiziert sind.
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4.5.2 Analyse der Einzelzelldaten

Zur Auswertung der Einzelzelldaten aus Kapitel 2.2 wurde eine von S. Kallenber-
ger erstellte Segmentierungssoftware verwendet. Zuvor wurden die Schwellwerte
zur Segmentierung manuell mit ImageJ bestimmt, indem Voxel verschiedenen
Probenbereichen zugeordnet und Intensitdtsschwellwerte festgelegt wurden, die
notwendig waren, um Regionen voneinander zu unterscheiden. Dabei konnten die
drei im Spinning Disk-Mikroskop aufgenommen Kanile EpoR-GFP, MyrPalm-
mCherry und Epo-Cyb5.5 innerhalb zuvor definierter Bereiche und Schwellwerte
segmentiert werden. Ausgelesen wurden die Volumina und die Intensitdten der
erkannten Kompartimente.
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Anhang A

Analyse der Bewegungsformen
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Abbildung A.1: Verteilung der Steigung des Moment Scaling Spectrum gegen
die Diffusion des zugehdorigen Partikels in unstimulierten H838 EpoR-wt Zellen
(a, n=8722 Trajektorien), sowie 5 Minuten (b, n=6572 Trajektorien), 10 Minuten

(¢, n=3631 Trajektorien), 30 Minuten (d, n=5892 Trajektorien) und 60 Minuten
(e, n=6167 Trajektorien,).
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Abbildung A.2: Verteilung der Steigung des Moment Scaling Spectrum gegen
die Diffusion des zugehdrigen Partikels in unstimulierten H838 EpoR-T243N Zel-
len (a, n=8722 Trajektorien), sowie 5 Minuten (b, n=5575 Trajektorien), 10 Mi-

nuten (¢, n=3087 Trajektorien), 30 Minuten (d, n=2995 Trajektorien) und 60
Minuten (e, n—2820 Trajektorien).

79



80



Abkurzungsverzeichnis

AGT O°%-Alkylguanin-DNA-Alkyltransferase

AIC Akaike-Informations-Kriterium

AOTF akustisch-optisch regelbare Filter (acousto opticle tunable filter)
APD Awanlache Photo Dioden

AU airy unit

BS Bovine Serum

CCD charged-coupled device

CERA C(Continuous Erthropoetin Receptor Activator
CLSM Confocal point scanning microscope

CHX Cycloheximid

DMEM Dulbecco’s Modified Fagle’s medium

DOL Markierungsgrad (degree of labelling

EGFR Epidermal Growth Factor Receptor

EpoR Erythropoetin-Rezeptor

FCS Fluoreszenzkorrelationsspektroskopie

FP Fluoreszentes Protein

FRAP fluorescence recovery after photobleaching
frs/s frames per second

FWHM full with half maximum, Halbwertsbreite

GFP Griin fluoreszierendes Protein
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IB Immunoblot
IFNG Interferon Gamma (Interferon--)
JAK Januskinase

JAK-STAT-Signalweg Janus Kinase und signal transducer and activator of
transcription Signalweg

KS-Test Kolmogorow-Smirnow-Test

MSD mean squared displacement, mittlere quadratische Verschiebung
MpBCD Methyl-5-Cyclodextrin

MSS Moment Scaling Spectrum

n Brechungsindex

NA Numerische Apertur

NESP Nowvel Erythropoiesis Stimulating Protein

NSCLC non-small cell lung cancer, Nicht-kleinzelliger Lungenkrebs
ODE ordinary differential equation, gewohnliche Differenzialgleichung
POI protein of interest, zu unteruchendes Protein

PSF point spread function, Punktabbildungsfunktion

PMT Photo Multiplier Tube

RET Resonanzenergietranfer

rhEpo rekombinantes humanes Erythropoetin

SiR Silicium-Rhodamin

SOCS3 suppressor of cytokine signaling 3

SPT Single Particle Tracking, Einzelpartikelverfolgung

STAT signal transducers and activators of transcription

STD Standardabweichung

STED Stimulated emission depletion

7 Lebensdauer des Fluorophors in Gegenwart von Loschmolekiilen

82



7o natiirliche Fluoreszenzlebensdauer
TIRFM total internal reflection microscopy
U unit

ZK Zentralkomitee

ZL Zelllysat
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