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ZUSAMMENFASSUNG

TOPOGRAPHIE VON CAVEOLAE UND CAVEOLIN-1, -2
UND -3 IM HERZ- UND SKELETTMUSKEL VON RATTEN

Peter Weichel

Caveolin-1, -2 und -3 stellen das Hauptprotein der Caveolae
dar. Als Caveolae werden etwa 100 nm groRe und im
elektronenmikroskopischen Bild als glatt erscheinende
Invaginationen der Plasmamembran bezeichnet. In der
vorliegenden Arbeit wurde das Verteilungsmuster der Caveolae
und der Caveoline in den Plasmamembranen von Herz-
Endothelzellen, Kardiomyozyten und Skelettmuskelzellen
analysiert und ihr Vorkommen quantifiziert und miteinander
verglichen. Als Untersuchungsmethode wurde die Natrium
Dodecyl Sulfat-Gefrierbruch-Immunzytochemie  angewandt.
Diese Technik bietet erstmals die Mdglichkeit, die Topographie
und Dynamik von Membranproteinen unter physiologischen,
pathologischen und experimentellen Bedingungen durch
vollstandigen Verzicht auf chemische Fixierung bei optimaler
Strukturerhaltung immunzytochemisch zu analysieren. Bisher
konnte die Natrium Dodecyl Sulfat-Gefrierbruch-Immunzyto-
chemie nur zur Analyse von kultivierten Zellen oder Zellen in
Suspensionskultur verwandt werden. Wir konnten in unseren
Untersuchungen dieses Verfahren erstmals auch an
Gewebestiicken des Herz- und Skelettmuskels erfolgreich
anwenden. Dadurch gelang es uns, Caveolin-1 in den Plasma-
membranen der Kardiomyozyten und der Skelettmuskelzellen
nachzuweisen.

Unsere Ergebnisse bilden die Grundlage zur Ausweitung der
Einsatzmoglichkeiten dieses Analyseverfahrens und zur
Gewinnung neuer Erkenntnisse tber die Funktion des Caveolin-
1 im Herzmuskel und in Skelettmuskelzellen.

Tag der mundlichen Prifung: 15.08.2007
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1. Einleitung

1.1. Der Aufbau der Arterienwand

Arterielle Gefalle werden nach ihrer Wandstruktur und nach ihrer GroRe
in drei Typen unterteilt. Bei den herznahen GefalRen handelt es sich um
Arterien vom elastischen Typ. Diese sind sehr dehnbare Gefalle, wie
z.B. die Aorta und ihre groRen Aste. Durch ihre hohe Elastizitat vermo-
gen sie den ruckartigen Blutausstol? des Herzens in eine ziemlich
gleichmaliige, kontinuierliche Stromung zu udberfihren. Man spricht
hierbei von der sog. Windkesselfunktion der Gefalle. Sie leiten das Blut
in die Korperperipherie hin in Arterien vom muskulosen Typ. Dieser
Arterientyp ist durch eine dicke Arterienwand gekennzeichnet. lhre
Aufgabe ist es, das Blut den anliegenden Geweben zuzuflhren. Bei
der dritten Form der Gefale handelt es sich um die Arteriolen.

Es handelt sich hierbei um prakapillare Arterien, deren Lumina zur
Regulation des Blutstroms in den Kapillaren verjungt oder erweitert
werden kann.

Grundsatzlich besteht die Arterienwand aller oben genannten Typen
aus drei morphologisch unterschiedlichen Schichten: der Tunica intima,
der Tunica media und der Tunica adventitia, kurz: Intima, Media und
Adventitia. Je nach Arterientyp ist der dreischichtige Wandaufbau unter-
schiedlich stark ausgepragt.

Die Intima ist eine einschichtige Endothelzellschicht, die das Gefald zum
Lumen hin lickenlos auskleidet (Abb. 1). Die rhomboiden Zellen sind in
Richtung des GefalRverlaufes angeordnet. Sparliches subendotheliales
Bindegewebe, mit gelegentlich eingelagerten glatten Muskelzellen, ist
ebenfalls in dieser Richtung angelegt. Dieses ermdglicht in geringem
Umfang eine Mobilitat des Endothelrohres. Bei Neugeborenen und Kin-
dern ist die Intima eine dunne Zellschicht, die mit zunehmendem Alter
durch einwandernde glatte Muskelzellen an Starke zunehmen kann
(ROSS und GLOMSET 1973).

Im Rahmen des Stoff-, Flussigkeits- und Gasaustausches agiert die
Intima als Permeabilitatsbarriere, die den Substanzaustausch an der

Arterienwand steuert. Des Weiteren agiert die Intima als Oberflache, die



antithrombogenisch wirkt. Bei den oben genannten Funktionen der
Intima spielen kleine Einstulpungen in der Plasmamembran der Endo-
thelzellen, sogenannte Caveolae eine wichtige Rolle. Die Nichtexistenz
der Strukturproteine der Caveolae, das Caveolin-1, -2 und -3 hat erheb-
liche Auswirkungen auf viele Pathologien des Menschen. Zu diesen
Erkrankungen gehoren besonders kardiovaskulare, wie z.B. die Athe-
rosklerose.

Aulerdem agiert die Intima als Quelle fur vasokonstriktorische und va-
sodilatatorische Molekile wie Prostazyklin und Endothelin; ist Synthe-
seort fur Wachstumsfaktoren und Zytokine und ein Ort, an dem Lipopro-
teine modifiziert werden kénnen. Ferner ist sie die Quelle fur Matrixmo-
lekile (ROSS 1993 a, b).

Adventitia

Endothel

Lamina elastica interna

Lamina elastica externa

Abbildung 1: Prinzipieller Aufbau der GefaBwand, dargestellt am Beispiel einer elasti-
schen Arterie. Die Arterienwand besteht aus drei Schichten: der Intima, bei der es sich
um die innere Schicht handelt, der benachbarten Media und der auf3en befindlichen
Adventitia. Die Media wird durch die Lamina elastica interna von der Intima und durch
die Lamina elastica externa von der Adventitia abgegrenzt. (Verandert nach AKKER-
MANN et al. 1987)



Die Intima wird von der Media durch eine elastische, gefensterte Mem-
bran, der Lamina elastica interna, abgegrenzt.

Die Media besteht aus uUberwiegend ringformig angeordneten Lagen
von glatten Muskelzellen (SMC), die von geringen Mengen an Kollagen-
fasern (Typ | und lll), elastischen Fasern und Grundsubstanz (Proteo-
glykane) umgeben sind.

Hauptaufgabe der Media ist es, die Blutbewegung in der Arterie zu re-
gulieren.

Als Grenze zur Adventitia kann eine Lamina elastica externa ausgebil-
det sein.

Uber die Adventitia ist das GefaR in dem umgebenden Gewebe einge-
bettet. Sie besteht im Wesentlichen aus extrazellularer Matrix. In der
Adventitia verlaufen kleine Blut- und Lymphgefale und einzelne Ner-
venzellen. Dieses stellt die Versorgung der Gefalte von aul3en sicher
(ROSS und GLOMSET 1976, ROBENEK und SEVERS 1992).

1.2. Die Atherosklerose

1.2.1. Definition

Der Begriff der Atherosklerose wurde erstmalig 1904 von Marchand
(Leipzig) verwandt. Die Bestandteile des Begriffs ,Atherosklerose*
stammen aus dem Griechischen (athara = Grutze, skleros = hart).

Der Begriff der Arteriosklerose wird haufig als Synonym verwendet fur
die Atherosklerose, umfasst jedoch auch Arterienverhartungen anderer
Genese (z.B. kalzifizierende Mediasklerose, proliferative und hyaline
Verhartung der Wande kleiner Arterien und Ateriolen). Die Arterioskle-
rose stellt somit den Oberbegriff fur Arterienerkrankungen dar. Die
Atherosklerose ist allerdings die haufigste Form der Arteriosklerose.

Bei der Atherosklerose handelt es sich laut Definition der World Health
Organisation um eine variable Kombination von morphologischen Ver-
anderungen der Arterienintima, die mit einer herdférmigen Anhaufung
von Lipiden, komplexen Kohlenhydraten, Blut und Blutbestandteilen

und ferner mit der Bildung eines fibrésen Gewebes und mit Kalkab-



lagerungen einhergeht sowie mit Veranderungen der Media verbunden
sein kann.

In den Industrienationen wie den USA, Europa und Japan ist die Athe-
rosklerose mit steigender Tendenz die Haupttodesursache. Uber 50%
der Todesfalle in diesen Nationen erfolgen aufgrund einer Herz-
Kreislauf-Erkrankung, wie z.B. dem Herzinfarkt oder Schlaganfall, die
durch die Atherosklerose bedingt sind.

Bei der Atherosklerose handelt es sich um einen jahrelangen bis jahr-
zehntelangen chronischen Prozess multifaktorieller Ursache. Erste kli-
nische Manifestationen treten meist erst, obwohl die Erkrankung schon
im Kindesalter oder frihen Erwachsenenalter seinen Verlauf nehmen
kann, in der dritten bis vierten Lebensdekade auf. Eine der Hauptursa-
chen ist der Lebenswandel vieler Menschen in den Industrienationen.
Zu den Hauptrisikofaktoren, die eine Atherosklerose begtlinstigen, zah-
len der Bluthochdruck, Hypercholesterolamie, Diabetes mellitus, Gicht,
Nikotinabusus, Bewegungsmangel und negativer Stress (WAHRBURG
1989). Als weitere hauptsachliche Faktoren, die das Risiko einer athe-
rosklerosen Gefallwanderkrankung deutlich erhéhen, gelten heute auch
das mannliche Geschlecht, das fortgeschrittene Alter sowie genetische
und konstitutionelle Faktoren.

Allerdings spielen bisher untergeordnete Risikofaktoren, wie z.B. die
Parodontitis, eine nicht zu unterschatzende Rolle bei der Atiologie von
koronaren Gefallerkrankungen. Mikroorganismen, die mit der Parodon-
titis assoziiert sind, konnten in untersuchten GefalRwandpraparaten
nachgewiesen werden (MASTRAGELOPULOQOS et al. 2004). Das Risiko,
an Atherosklerose zu erkranken, verdoppelt sich durch die Parodontitis.
Die Atherosklerose kann sowohl in den grol3en Gefal’en, wie z.B. der
Aorta, als auch in kleineren Gefalken mit einem auflieren Durchmesser
von 3 mm beobachtet werden. Fir die Entstehung der Atherosklerose
sind besonders die Aorta, Karotiden, Herzkranzgefalie, Hirnarterien und
mittelgroRe Arterien der Extremitaten pradisponiert (MUNRO und
COTRAN 1988). Andere Gefalde, wie z.B. die Arteria thoracica interna,
erkranken dagegen nur selten. Weiterhin sind haufig Gefaltkabgange

und konvexe Gefallinnenwande, wo die Stromungsrichtung des Blutes



wechselt und es zu Verzweigungen kommt, von der Atherosklerose
betroffen ( ROSS 1995 ).

“zellulare Schicht”
mit glatten Muskelzellen,
extrazellulare Matrix und

“dichte fibrillare Schicht’ “Fettkern”

aus Bindegewebe und nekrotische

Makrophagen Gewebetrimmer

Abbildung 2: Schema einer atherosklerotischen Plaque. (ROBENEK und SEVERS
1992)

1.2.2. Entstehung

Die Veranderungen an den Arterien wahrend der Atherosklerose kon-
nen individuell sehr unterschiedlich ausgepragt sein, weshalb es
schwierig ist, die Ursachen und Pathogenese genau zu klaren.

Im Bezug auf die Aufklarung der Mechanismen, die zur Initiierung der
Atherosklerose flhren, haben sich in den letzten Jahrzehnten breit ge-
facherter Arterioskleroseforschung zwei zentrale Hypothesen heraus-
kristallisiert.

Die ,Response to injury hypothesis® und die ,Lipoprotein—induced
atherosclerosis hypothesis®.

Die von ROSS und GLOMSET (1973) formulierte ,Responce to injury®
Hypothese sieht in der Verletzung der an das Blut angrenzenden obers-
ten Arterienwandschicht, der Intima, die Initiierung des komplexen athe-

rosklerotischen Geschehens. Die Intima besteht aus einer einzelligen



Lage von Endothelzellen. ROSS und GLOMSET fiihren mehrere Ursa-
chen fur die Schadigung der Endothelzellschicht auf.

Neben morphologischen Schadigungen durch Trauma, mechanische
Verletzungen, biochemische Schadigungen durch bakterielle Toxine
zahlen auch der Angriff durch Viren oder Antigen — Antikérper — Reakti-
onen sowie biophysikalische Verletzungen auf molekularer Ebene zu
den moglichen Ursachen (MUNRO und COTRAN 1988, LIBBY 2006).
Als Folge der Verletzung werden zwei fur die Entstehung dieser Er-
krankung typische Phanomene beobachtet. Zum einen die durch
Wachstumsfaktoren bzw. Zytokine ausgeldste Proliferation und Migrati-
on von glatten Muskelzellen aus der mehrschichtigen Media in die Inti-
ma und zum anderen die durch Lipideinlagerung verursachte Bildung
von Schaumzellen in Intima und Media. STEINBERG et al. (1989) be-
zeichneten diese Lipidinfiltration als einen bedeutenden Faktor im athe-
rosklerotischen Geschehen. Diese beiden Erscheinungen fuhren Gber
einen langeren Zeitraum zur Bildung herdféormiger Gewebsveranderun-
gen, der sogenannten Plaques, die charakteristisch fur das mikroskopi-

sche Bild der Atherosklerose sind.

BROWN und GOLDSTEIN (1983) berichteten als erste von der Auf-
nahme chemisch modifizierter LDL durch Makrophagen und der darauf
folgenden Umwandlung zu Schaumzellen. Die chemische Modifizierung
bestand in einer Acetylierung des Proteinanteils. In Anbetracht der
wichtigen Rolle der LDL und seiner modifizierten (oxidierten) Formen
fur die Entstehung der Atherosklerose kristallisierte sich eine neue
Hypothese heraus, die ,Lipoprotein—induced atherosclerosis®, welche
die Verletzung von Endothelzellen nur als einen Teilschritt der Abfolge
von komplexen Vorgangen sieht. In der oxidativen Modifizierung von
LDL wird die eigentliche Ursache fur die Initiierung des atheroskleroti-
schen Geschehens gesehen. Lipide werden mit der Nahrung aufge-
nommen und gelangen in die Blutbahn. Im wasserigen Milieu des Blu-
tes werden hydrophobe Lipide durch Lipoproteine transportiert. Der
Proteinanteil dieser Lipoproteine hat die Aufgabe, die transportierten

Lipide an ihren metabolischen Bestimmungsort zu dirigieren. Je nach



Protein— und Lipidanteil variieren die Lipoproteine in ihrer Dichte, nach
der funf Klassen definiert werden (BROWN und GOLDSTEIN 1983).
Insbesondere die Klasse der LDL spielt bei der Progression der Athe-
rosklerose eine wichtige Rolle. Diese LDL—Partikel zirkulieren mehrere
Tage im Blut und lagern sich zum Teil in den GefaRwanden ab, wenn
alle Zellen ausreichend mit Lipiden versorgt sind. In der GefalRwand
verringert sich der Schutz der LDL vor chemischer Modifikation und sie
werden oxidiert. Das sogenannte modifizierte LDL kann daraufhin von
Makrophagen aufgenommen werden, die so zu Schaumzellen trans-
formieren (BROWN und GOLDSTEIN 1990, GLASS und WITZTUM
2001).

Die oben beschriebene Migration der SMC von der Media in die Intima
spielt bei der Progression der Atherosklerose eine entscheidende Rolle.
Im Zuge der Pathogenese kdnnen auch sie modifizertes LDL aufneh-

men und zu lipidbeladenen Schaumzellen werden (Abb. 3).

Abbildung 3: Elektronenmikroskopische Darstellung schaumzelliger SMC in einer hu-
manen Koronarterie. Die Zellen sind mit Lipidtropfen angereichert.
Vergroferung: x 13.500.

In der Beschreibung des weiteren Verlaufes sind beide Hypothesen

identisch.



Die Bildung von Schaumzellen verursacht eine Entzindungsreaktion,
welche im weiteren Verlauf auf tiefere Bereiche der Arterienwand — wie
die Media mit ihren Muskelzellen — Ubergreifen kann. Folge ist ein all-
mahlicher Gewebeumbau, wobei in der Arterie eine bindegewebeartige
Kappe entsteht, die im Inneren einen Lipidkern aufweist, die sogenann-
te atherosklerotische Plaque. Der Lipidkern resultiert hierbei aus den
massenhaft abgestorbenen Schaumzellen, die grole Mengen der oxi-
dierten LDL—-Partikel aufgenommen haben. An aufgebrochenen athe-
rosklerotischen Plaques finden dann weiter Blutgerinnungsreaktionen
statt, die den GefalRdurchmesser weiter reduzieren (LIBBY 2006).

Durch diesen Gewebeumbau wird die so geschadigte Arterie auch au-
Rerordentlich brachig. Anzumerken bleibt, dass die Bildung der athe-
rosklerotischen Plaque bis zur vermehrten Bildung der Schaumzellen
reversibel ist. Weitergehende Schadigungen konnen allerdings nicht

mehr ausgeglichen werden.

1.2.3. Die Entwicklungsstufen

Man unterscheidet drei unterschiedliche Grundtypen der atheroskleroti-

schen Lasionen:

= die frlhe Lasion
= die fortgeschrittene Lasion

= die komplizierte Lasion

1.2.3.1. Frihe L&sionen

1.2.3.1.1. Erste Lasion

Bereits im Kindesalter konnen schon erste Lasionen der Arterienwand
auftreten. Sie sind gekennzeichnet durch Lipoproteine, die atherogen
und chemotaktisch auf Makrophagen wirken. In diesem Stadium liegen
die Makrophagen nach Lipidaufnahme als Schaumzellen verstreut in
der Intima vor. Vorwiegend treten diese ersten Lasionen, sogenannte

Initiallasionen an Stellen mit diffuser intimaler Verdickung auf. Diese



diffuse Verdickung ist schon von Geburt an bei fast allen Menschen zu
beobachten. Sie wird als eine physiologische Reaktion auf Blutdruck
und Scherkrafte der Arterienwand angesehen. Dadurch kommt es zu
einer Ansammlung von glatten Muskelzellen und extrazellularer Matrix
in der Intima. Hierdurch wird das Gefalllumen allerdings noch in keiner
Weise eingeengt (MUNRO und COTRAN 1988).

1.2.3.1.2. Fettstreifen

Erste makroskopisch erkennbare Veranderungen der Arterienwand im
Zuge der Atherogenese sind die Fettstreifen. Dies sind schmale, flache,
gelblich gefarbte Gebilde, die in Gefalrichtung orientiert sind.
Charakteristisch fur Fettstreifen sind subendotheliale Schaumzellaggre-
gate, die hauptsachlich aus Makrophagen, aber auch aus einigen lipid-
beladenen glatten Muskelzellen bestehen (ROSS 1993 a).

Vereinzelt werden T-Lymphozyten in den Fettstreifen beobachtet. Auch
Fettstreifen treten schon nach der Geburt auf. Im Alter von zehn Jahren
bedecken sie bis zu 10% der Aortenoberflache (CAMPBELL und
CAMPBELL 1994). Da die Fettstreifen die Intima um weniger als 1 mm
verdicken, wird der arterielle Blutstrom nicht eingeschrankt. Die Bedeu-
tung der Fettstreifen im Verlauf der Atherogenese wird kontrovers dis-
kutiert. Wahrend einige Autoren im Tiermodell zeigen konnten, dass
Fettstreifen immer auch zu fibrésen Plaques werden (FAGIOTTO und
ROSS 1984), stellte STARY (1989) fest, dass sich einige Fettstreifen
bei jungen Menschen nicht weiterentwickeln und damit kein eindeutiges
Anzeichen fur eine fortschreitende Atherosklerose seien. Das Stadium
der Fettstreifenbildung ist noch mit entsprechender Diat vollkommen
reversibel. Diese Ruckbildungsfahigkeit ist allerdings nicht mehr gege-
ben, wenn es zu einer vermehrten Ablagerung von extrazellularen Mat-
rix—-Komponenten in der Plaque kommt, wie dies bei der intermediaren

Lasion der Fall ist.
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1.2.3.1.3. Intermediére Lasion

Nach der Pubertat kann es zur Ausbildung der sogenannten intermedia-
ren Lasion, auch Lipidplaques genannt, kommen.

Sie stellen eine Entwicklungsstufe zwischen den ruckbildungsfahigen
Fettstreifen und dem Atherom dar. Zum Grossteil bestehen sie aus sich
verdichtenden, lipidbeladenen Makrophagen und glatten Muskelzellen.
Diese werden umgeben von Kollagenfibrillen, elastischen Fasern und
Proteoglykanen (ROSS 1995 a). Im Gegensatz zu den Fettstreifen ent-
halten sie diffus verteilte extrazellulare Lipide (STARY et al. 1995). An
den Randern der intermediaren Lasionen konnen Risse und Fissuren
entstehen. Durch das Auftreten von Blutgerinnseln ist die intermediare
Lasion im Laufe der Atherosklerose die erste Form, bei der es zu klini-

schen Folgen, wie z.B. Herzinfarkt und Schlaganfall, kommen kann.

1.2.3.2. Fortgeschrittene Lasionen

1.2.3.2.1. Das Atherom

Ab der dritten Lebensdekade entstehen in der Intima Atherome. Sie
sind gekennzeichnet durch eine dichte Ansammlung von Lipiden, Lipid-
kern genannt, und einer sogenannten Atheromkappe. An der betreffen-
den Stelle wird die Intimastruktur aufgelost. Der Lipidkern entsteht
durch ZusammenflieRen der einzelnen, extrazellularen Lipidtropfen aus
der intermediaren Lasion und der weiteren kontinuierlichen Lipidfusion
aus dem Blutplasma (STARY et al. 1995).

Histologisch betrachtet besteht der Lipidkern aus Lipidtropfen, Zell-
trdmmern und Schaumzellen. Auch Kalziumablagerungen und Choles-
terinkristalle werden schon in frihen Lebensjahren beobachtet. Ein sol-
cher Herd erscheint makroskopisch gelblich und wird als Atherom oder
als atherosklerotische Plaque bezeichnet. Die Atheromkappe wird aus
glatten Muskelzellen, Kollagen, elastischen Fasern und Proteoglykanen
gebildet und Uberzieht das Zentrum (MUNRO und COTRAN 1988). An
den Randern der Kappe siedeln sich Makrophagen, glatte Muskelzellen

und T-Lymphozyten an. Kapillaren sprossen aus der Adventitia ein,
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eine Neovaskularisation erfolgt besonders an den Randern der Plaque
(STARY et al. 1995). Die Arterienwand wird durch das Atherom ver-
dickt. Dies muss aber nicht zwangslaufig zu einer Verengung des Ge-
fallumens fuhren. Ist beim Atherom die Endothelzellschicht noch intakt,
besteht keine akute Thrombosegefahr. Das Atherom kann sich jedoch

weiter entwickeln und klinisch an Bedeutung gewinnen.

1.2.3.2.2. Das Fibroatherom

Als Fibroatherom werden Plaques aus mehreren unregelmafig uber-
einanderliegenden Lipidkernen bezeichnet, die durch fibroses Gewebe
getrennt sind. Der Lipidkern, der der Media am nachsten liegt, wurde
zuerst gebildet. Von einer kalzifizierten Lasion wird gesprochen, wenn
neben dem fibrésen Gewebe die Mineralisation einer Plaque dominiert.
Mineralien konnen an die Stelle der extrazellularen Lipide und Zell-
trdmmer treten. Kalzifizierte Lasionen werden insbesondere in den un-
teren Extremitaten beobachtet (STARY et al. 1995). Da die Oberfla-
chen der Atheromkappe und des Fibroatheroms mikroskopisch nicht zu
unterscheiden sind, werden diese beiden Begriffe haufig als fibrose

Plague zusammengefasst.

1.2.3.3. Die komplizierte L&sion

Bilden sich auf der Oberflache von Atheromen Risse und in dessen
Folge Thromben, wird dies als komplizierte Lasion bezeichnet. Es wer-
den nach STARY et al. (1995) histologisch drei komplizierte Lasionen
unterschieden. Bei der ersten bilden sich Risse in der Oberflache, wo-
bei nur mikroskopisch nachweisbare Fissuren in der Endothelzellschicht
oder auch makroskopisch sichtbare Ulzerationen auftreten kdnnen. Im
zweiten Fall entstehen auf der Plaqueoberflache Hamatome und Ha-
morrhagien. Thromben entwickeln sich im dritten Stadium. Komplizierte
Lasionen neigen zu Rissen in der Oberflache. Dies ist besonders an
Stellen zu beobachten, an denen viele Makrophagen—Schaumzellen
angesiedelt sind. Die Lasion wird instabil, wenn die ,Plaqueschultern®
dunn sind und viele Makrophagen enthalten (FUSTER et al. 1992). Ist
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die Plaquekappe gleichmafig dick und dicht, so handelt es sich um ei-
ne stabile Lasion.

Im Bereich der komplizierten Lasion kann das Gefalllumen so verringert
sein, dass es zu einem spontanen Verschluss der Arterie kommt. Dies
wird lebensbedrohlich, wenn es sich bei den betroffenen Gefallen um
Koronar— oder HirngefaRe handelt. Hieraus resultiert ein Herzinfarkt

bzw. Schlaganfall.

1.3. Der Herzmuskel

Das Myokard stellt die mittlere, zwischen Endo— und Epikard gelegene
Herzwandschicht dar. Hierbei handelt es sich um einen raumgitter-
artigen, von gefalfihrendem Bindegewebe durchzogenen Hohlmuskel,
der die Arbeitsmuskulatur des Herzens darstellt. Das Myokard besteht
aus der quergestreiften Herzmuskulatur, deren Schichtdicke sich den
bestehenden Druckverhaltnissen anpasst. Die Herzmuskulatur ist eine
besondere Form der quergestreiften Muskulatur, die aus 50-100 ym
langen und 10-20 um dicken Herzmuskelzellen aufgebaut ist. Die ein-
zelnen Herzmuskelzellen (Kardiomyozyten) sind netzartig miteinander
verflochten. Charakteristisch sind die Kontaktstrukturen, Gber die die
einzelnen Kardiomyozyten an ihren Enden miteinander verknUpft sind.
Sie werden Glanzstreifen (Disci intercalares) genannt.

Diese sind herzmuskelspezifisch. Sie erscheinen im Langsschnitt trep-
penformig strukturiert. Die Kardiomyozyten sind die energiereichsten
Zellen im Korper. Sie besitzen deutlich mehr Sarkosomen (Mitochon-
drien der Muskelzelle) als die skelettalen Muskelzellen. Etwa 23% des
Zellvolumens betragt der Anteil der Sarkosomen bei Kardiomyozyten.
Dies verdeutlicht die extreme Abhangigkeit der Kardiomyozyten vom
aeroben Metabolismus. Die morphologische Grundeinheit des Muskel-
gewebes ist die vom Sarkolemm umbhuillte, spindelférmige Muskelfaser,
die mehrere Zentimeter lang sein kann. Sie entsteht wahrend der Ent-
wicklung des Organismus durch die Verschmelzung zahlreicher embry-
onaler Myoblasten und bildet somit ein Syncytium, was auch durch die
Vielzahl der an der Peripherie liegenden Zellkerne zum Ausdruck

kommt. Die Hauptmasse der Muskelfaser wird von den Myofibrillen ge-
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bildet, die wiederum aus den Myofilamenten Aktin und Myosin beste-
hen. Jede Myofibrille wird von einem gitterfaserartigen glatten Endo-
plasmatischen Retikulum umgeben, das hier als sarkoplasmatisches
Retikulum bezeichnet wird. Zwischen den Fibrillen liegen die zahlrei-
chen Mitochondrien, die fur die Bereitstellung des fur die Muskelarbeit
notwendigen ATP sorgen. Die Funktionseinheit der Myofibrille ist das
Sarkomer. Dies ist lediglich ein Abschnitt einer Myofibrille, der sich in
einer Myofibrille bis zu mehreren hundert Mal wiederholen kann. In je-
dem Sarkomer ist eine mittlere, sogenannte A-Bande zu beobachten.
Beiderseits bis zur Z-Linie liegt ein Bereich, der nur aus Aktinfilamenten
besteht, die |-Bande. Die A-Bande wird durch einen schmalen H-
Streifen in zwei Abschnitte geteilt. Da die Sarkomerbanden nicht nur
innerhalb einer Faser, sondern auch im gesamten Muskel auf gleicher

Hohe liegen, entsteht die charakteristische Querstreifung.

Kern mit Nukleolus Lipofuszingranula

Abbildung 4: Histologisches Bild einer Herzmuskelzelle (Myokard, Hund) mit an die
Myofibrillen gebundene Quer- und Langsstreifung der Zellen, die durch sogenannte
Glanzstreifen ( starker rot eingefarbt ) miteinander verbunden werden. An den Kernpo-
len befinden sich myofibrillenfreie Sarkoplasma“hdéfe®, die Lipofuszingranula enthalten.
Vergroflerung: x 960. (WELSCH 1997)
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Abbildung 5: Schematische Darstellung des kontraktilen Apparates und von Memb-
ranstrukturen der Herzmuskelzelle. Links: Auenansicht einer Fibrille, rechts langsge-
schnittene Fibrille und Teil eines Glanzstreifens. Die Gliederung der Myofibrille ent-
spricht im Wesentlichen der der Skelettmuskelzelle. Dort wo zwei Herzmuskelzellen
aneinandergrenzen, bilden sich die stufenférmigen Glanzstreifen aus. In deren trans-
versalen Anteilen befinden sich Fascia adhaerentes, die jeweils halben Z-Linien ent-
sprechen und in denen die terminalen Aktinfilamente verankert sind sowie Desmoso-
men. In den longitudinalen Anteilen der Glanzstreifen liegen die Nexus, die der elekiri-
schen Koppelung dienen. Das Sarkoplasmatische Retikulum ist einfacher gebaut als
in den Skelettmuskelzellen, die T-Tubuli sind relativ weit. (WELSCH 1997)
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1.4. Der Skelettmuskel

Der quergestreifte Skelettmuskel besteht aus Blundeln einige Millimeter
bis zu 20 cm langer, zylindrischer, vielkerniger Zellen, den Muskelfa-
sern. Sie besitzen einen Durchmesser von 10-100 um. Die Zellkerne
sind oval und befinden sich zumeist in der Peripherie am Rande der
Zelle. In der Mitte liegen die Myofibrillen. Die Vielkernigkeit kommt
durch eine Verschmelzung von urspringlich einkernigen Muskelstamm-
zellen, den Myoblasten zustande.

Die Myofibrillen verleihen der Muskelfaser durch ihre Gliederung in
helle und dunkle Abschnitte das charakteristische Bild der Querstrei-
fung. Die Muskelfasern werden insgesamt von einer Hulle, dem Sarko-
lemm, Uberzogen. Das Sarkoplasma enthalt abhangig von der Arbeits-
belastung des Muskels unterschiedliche Mengen an Sarkosomen. Von
der Zelloberflache ziehen feine Tubuli als Einstulpungen in die Muskel-
faser senkrecht hinein. Sie bilden das Transversalsystem und dienen
der schnellen Erregungsuberleitung ins Faserinnere. Zwischen je zwei
Tranversalsystemen spannt sich ein Kanalchensystem aus, welches
dem Ublichen Endoplasmatischem Retikulum entspricht. In diesem
longitundinalem System werden Calcium-lonen gespeichert. In der
Langsrichtung durchziehen Myofibrillen die Muskelfaser. Wie beim
Herzmuskel bildet das Sarkomer die Funktionseinheit der Myofibrillen.
Ihr Aufbau entspricht im Wesentlichen dem des Herzmuskels. Durch die
fehlenden Glanzstreifen lasst sich der Skelettmuskel gut vom Herzmus-

kel differenzieren.
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A-Bande Z-Streifen in I-Bande

| Kerne mit Nukleoli |

Abbildung 6: Skelettmuskelfaser mit deutlicher Querstreifung (Mensch). Deutlich sind
hier die Z-Linien innerhalb jeder I-Bande zu erkennen. Direkt unter dem Sarkolemm
sind schemenhaft zwei Kerne mit punktférmigem Nukleolus erkennbar. VergréfRerung:
x 960. (WELSCH1997)

1.5. Caveolae und Caveolin

Als Caveolae wurden urspringlich kleine, im elektronenmikroskopi-
schen Bild als glatt erscheinende kolbenformige Invaginationen der
Plasmamembran bezeichnet (YAMADA 1955). Caveolae sind 50-100
nm grof} und kdnnen einzeln oder als Ketten oder Blschel von mehre-
ren Caveolae vorkommen. Mit Hilfe von Schnellgefrier—Tiefatzpra-
parationen konnten ROTHBERG et al. (1992) spater eine Hulle mit cha-
rakteristischer Struktur auf der zytoplasmatischen Oberflache der Plas-
mamembran identifizieren. Es sind mehrere Verfahren entwickelt wor-
den, um Caveolae nach Zellfraktionierung aus Geweben (JACOBSON
et al. 1992, CHANG 1994, LISANTI et al. 1994a, b, SCHNITZER et al.
1995, WU et al. 1997) oder Zellkulturen (SARGIACOMO et al. 1993,
SMART et al. 1995, SONG et al. 1996) zu isolieren. Hierdurch konnte

nachgewiesen werden, dass Caveolae und ihre Hullen aus ca. 30 Pro-
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teinen zusammengesetzt sind. Eines dieser Proteine ist das Caveolin
(ROTHBERG et al. 1992, FRA et al. 1995, SMART et al. 1996), wel-
ches auch als Markerprotein bei der Isolierung der Caveolae dient. Ne-
ben Caveolin sind Membranen der Caveolae auch reich an Cholesterin,
Sphingomyelin und Glycosphingolipiden. Caveolin, das hauptsachliche
Strukturprotein der Caveolae ist wichtig fur die typische Ausformung der
kolbenformigen Invaginationen. Es ist sowohl Bestandteil der Plasma-
membran als auch der intrazellularen Strukturen. Der grofte Anteil des
Caveolins (> 90%), welches in der Plasmamembran lokalisiert ist, be-
findet sich in den Caveolae. Dies konnte durch die Immunogoldmarkie-
rung (COUET et al. 2001) nachgewiesen werden. Die Caveolin—-Gen—
Familie besteht aus drei Mitgliedern: Caveolin—1, Caveolin-2 und Cave-
olin-3. Caveolin-1 und Caveolin—2 existieren jeweils in 2 unterschiedli-
chen Isoformen, namlich als a—Form und als B— Form. Caveolin-1 und
Caveolin-2 findet man in den meisten Zelltypen, wohingegen Caveolin—
3, welches nicht in unterschiedlichen Isoformen vorliegt, muskelspezi-
fisch ist. Es ist im Skelettmuskel, Herzmuskel und in der glatten Musku-
latur zu finden.

Caveolae wurden erstmals von PALADE (1953) in Endothelzellen von
Blutgefalien beschrieben. Auch in Adipozyten, Fibroblasten und Typ |
Pneumozyten konnten zahlreiche Caveolae entdeckt werden
(FIELDING und FIELDING 2000, COUET et al. 2001). In Monozyten,
Lymphozyten, transformierten Zelllinien (SAGER et al. 1994) und in
vielen humanen Krebszellen (KOLESKE et al. 1995, LEE et al 1998)
kommen keine Caveolae vor. Die Expression der Caveoline 1-3 in

Kardiomyozyten wird kontrovers diskutiert.

1.5.1. Funktionen von Caveolae

Die Anwesenheit von 30 verschiedenen Proteinen in den Caveolae
lasst auf eine multifunktionelle Bedeutung der Caveolae im Zellstoff-
wechsel schliel3en.

Vier Hauptfunktionen werden fir Caveolae beschrieben. Im Einzelnen
sind diese der Transport von Molekulen durch Endothelzellen, im Sinne

von Transportvesikeln. Eine weitere Hauptaufgabe stellt die Potozytose
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dar. Hierbei handelt es sich um eine Form der Endozytose, die jedoch
nur Uber Caveolae stattfindet, im Gegensatz zur rezeptorvermittelten
Endozytose, die wiederum nur uber Coated Pits lauft und Makromole-
klle umfasst. Bei der Potozytose werden kleine Molekule, wie z.B. Fo-
lat, Uber in der Plasmamembran verankerte GPIl-Rezeptoren aufge-
nommen. Des Weiteren wird die Bildung einer ortlich distinkten Platt-
form fur Signaltransduktionsmolekule und die Vermittlung des Effluxes
von de novo synthetisiertem und aus LDL stammendem Cholesterin als

Hauptaufgaben beschrieben.

1.6. Ziele der Arbeit

Die Expression von Caveolin-1, -2 und -3 in Kardiomyozyten wird kon-
trovers diskutiert.

Die Untersuchungen dieser Arbeit wurden mit dem Ziel durchgefuhrt,
neue Erkenntnisse Uber das Vorkommen und die Verteilung von Caveo-
lae und Caveolin-1, -2 und -3 in Herzmuskel — und Skelettmuskelgewe-
be von Ratten zu gewinnen.

Hierzu wurde das Verteilungsmuster von Caveolae und Caveolin-1, -2
und -3 in den Plasmamembranen von Endothelzellen, Kardiomyozyten
und Skelettmuskelzellen analysiert und ihr Vorkommen quantifiziert und
verglichen.

Die Untersuchungen wurden mit Hilfe der Natrium Dodecyl Sulfat
(NDS)-Gefrierbruch-Immunzytochemie durchgefuhrt. Grundlage dieses
Verfahrens bildet die elektronenmikroskopische Sichtbarmachung von
Caveolae und Caveolin-1,-2 und -3 in Platin/Kohle Replikas von Mem-
ranbruchflachen mittels primarer und goldmarkierter sekundarer Anti-

korper.
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2. Material und Methoden

2.1. Gewebeentnahme

Fir die Experimente wurden Kardiomyozyten, Endothelzellen und Ske-
lettmuskelzellen von Ratten eingesetzt. Die Gewebe wurden nach

Toétung der Ratte durch Genickbruch frisch entnommen.

2.2. Gefrierbruch als Methode zur Analyse von Membranen

Biomembranen trennen zwei wasserige Kompartimente voneinander.
Zwischen dem Zytoplasma und dem extrazellularen Medium befindet
sich eine semipermeable Plasmamembran. Dementsprechend begren-
zen andere Membranen den Innenraum der Organellen vom Zytosol.
Alle biologischen Membranen bestehen aus einer Phospholipiddoppel-
schicht. Sie enthalten als essentielle Bestandteile Proteine. Diese ver-
leihen den verschiedenen Membrantypen ihre jeweils charakteristi-
schen Eigenschaften. Die spezifischen Funktionen aller Membranen
werden erst durch das jeweilige Muster ihrer Membranproteine festge-
legt. In den meisten eukaryotischen Zellen bildet eine Vielzahl intrazel-
lularer Membranen gesonderte Kompartimente bzw. Organellen wie
Zellkern, Golgi—Apparat, Endoplasmatisches Retikulum, Lysosomen,
Mitochondrien etc., in denen jeweils bestimmte Aufgaben erfullt werden.
Jede Organellmembran verfligt Uber ein bestimmtes Muster von Protei-
nen, welche fur die biologischen Aktivitaten der Zelle unverzichtbar
sind. Das Muster der mit den Membranen assoziierten Proteine ist vom
Zelltyp und von der subzellularen Lokalisierung der jeweiligen Membra-
nen abhangig (Abb. 7).
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Abbildung 7: Schematische Darstellung einer biologischen Membran. Die Grundstruk-
tur aller Zellmembranen besteht aus zwei Schichten von Phospholipid—Molekiilen. Die
Kohlenwasserstoffketten der darin gebundenen Fettsauren befinden sich im hydro-
phoben Innenbereich der Doppelschicht, wahrend die hydrophilen Kopfe der
Phospholipide beide Oberflachen saumen. Integrale Proteine sind mit einer Domane
oder Uber mehrere Abschnitte in die Lipiddoppelschicht eingebettet. Periphere Protei-
ne werden uber spezifische Wechselwirkungen an Membranproteine gebunden. Oli-
gosacharide sind als Bestandteile von Glykoproteinen anzutreffen oder bilden Glykoli-
pide.

2.2.1. Konventionelle Gefrierbruchmethode

Die Einflhrung der Gefrierbruchmethode (STEERE 1957, MOOR und
MUHLETHALER 1963, BRANTON und MOOR 1964, BRANTON et al.
1975) hat die Untersuchung der Membranstruktur revolutioniert und zur
Entdeckung einer Fulle vorher ungeahnter Details der Membranarchi-
tektur gefuhrt. Ferner sind durch die breite Abwendung dieser Methode
neue Perspektiven zum Verstandnis der Beziehungen zwischen Mem-

branstruktur und ihrer Funktion eroffnet worden.
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Abbildung 8: Schematische Darstellung des Verlaufs eines Gefrierbruchs und Nomen-
klatur der Membranbruchflachen. Der Gefrierbruch spaltet die Phospholipiddoppel-
schicht in zwei Membraninnenansichten, die die Bezeichnung PF (protoplasmatic
face) und EF (exoplasmatic face) tragen. Die Membranoberflachen werden als ES
(external surface) und PS (protoplasmatic surface) bezeichnet. (Verandert nach
SEVERS und SHOTTON 1995)

Fur die elektronenmikroskopische Darstellung lassen sich die beiden
Seiten einer Zellmembran durch Gefrierbruch trennen. Wenn eine
gefrorene Probe mit Zellen/Gewebe mit dem Messer eines Mikrotoms
gebrochen wird, verlauft der Bruch durch den hydrophoben Innenteil
der Membran und trennt auf diese Weise die zwei Phospholipidschich-
ten (Abb. 8). Der Verlauf des Gefrierbruchs entlang der hydrophoben
Zone der Lipiddoppelschicht der Membran und die daraus resultierende
Flachendarstellung von Membraninnenansichten ist eine der wesent-
lichsten Vorteile dieser Methode. Wahrend die konventionelle Dunn-
schnitttechnik nur Schnittbilder liefert und in den DUnnschnitten vorwie-
gend ein laminarer Schichtenaufbau der Membran sichtbar wird, Iasst
sich in Gefrierbruchreplikas bei ahnlichem Auflésungsvermogen ein
wesentlich differenzierteres Membranbild beobachten. Die beiden durch
den Gefrierbruch freigelegten Plasmamembraninnenansichten tragen
die Bezeichnung PF (protoplasmic face) fur die urspriunglich zytoplas-
matische Lipidschicht der Membran und EF (exoplasmic face) fur die

exoplasmatische Lipidschicht der Membran. Die Oberflachen der
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Plasmamembran bezeichnet man als ES (external surface) und PS
(protoplasmic surface) (Abb. 8).

In den Gefrierbruchreplikas der Membranen tritt vor allem eine granu-
lare Substruktur hervor. Hierbei handelt es sich um sogenannte intra-
membrandse Partikel (IMP). Es ist heute allgemein anerkannt, dass sie
die in die Lipiddoppelschicht der Membran inkorporierten Glykoprotein-
bzw. Lipoproteinmolekule reprasentieren. Die Phospholipide stellen sich
als glatte, partikelfreie Areale dar.

Die meisten oder alle IMP befinden sich auf einer der beiden Bruch-
flachen, wahrend auf der anderen Bruchflache in spiegelbildlicher Form
Vertiefungen oder Locher sichtbar werden. Dies hangt wahrscheinlich
damit zusammen, dass die IMP an den Lipiden der einen Schicht fester
gebunden sind als an denen der anderen Seite. In der Regel befinden
sich auf der PF der Membran mehr IMP als auf der EF.

Wie bereits beschrieben, wird die Plasmamembran durch den Verlauf
des Gefrierbruchs in zwei Halften gespalten, die nach der Nomenklatur
von BRANTON et al. (1975) mit EF fUr die den extrazellularen Raum
anliegende Membranbruchflache und mit PF fir die dem Protoplasma
anliegende Membranbruchfache bezeichnet werden. Wenn man diese
Nomenklatur auf die intrazellularen Membranen anwendet, werden die
Membranbruchflachen, die dem Zytoplasma, dem Kernplasma oder der
Mitochondrienmatrix anliegen, mit PF bezeichnet. Die Membranbruch-
flachen, die dem Raum zwischen innerer und aulierer Kern- und Mito-
chondrienmembran sowie dem Lumen der Organellen anliegen, die mit
einer Einheitsmembran ausgestattet sind, wie z.B. Vesikel, Endoplas-
matisches Retikulum und Zisternen des Golgi-Apparates, werden mit
EF bezeichnet.

Als Vorbereitung fur den Gefrierbruch wurden die Gewebestlicke gegen
das Austrocknen in PBS-Puffer gelegt. Danach wurden unter einer Ste-
reolupe die Gewebestlcke in 1 x 1 mm grol3e Stlicke geschnitten. Die-
se Gewebestucke wurden anschlieBend mit 30% (v/v) Glycerin auf
Goldobjekttragern aufgeblockt, in flussigem Stickstoff tiefgefroren und in
der Gefrieratzanlage BA 300 (Balzer AG, Liechtenstein) gefriergebro-
chen. Die freigelegten Membranoberflachen wurden mit Platin in einem

Winkel von 38° und mit Kohlenstoff in einem Winkel von 45° bedampft.
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Die Schichtdicken wurden mit einem Schwingquarz gemessen. Sie be-
trugen fur Platin 2 nm und far Kohle 20 nm.

An den so gewonnenen Replika wurde nun Natrium Dodecyl Sulfat
(NDS)-Gefrierbruch-Immunzytochmie durchgefuhrt.

Die einzelnen Schritte der NDS-Gefrierbruch-Immunzytochemie sind
kurz zusammengefasst folgende: Fixierung — Gefrierschutz — Gefrier-
bruch — Platin/Kohle-Bedampfung — Reinigung des Replikas mit NDS

— Elektronenmikroskopie.

2.2.2. Natrium Dodecyl Sulfat-Gefrierbruch-Immunzytochemie

Die Gefrierbruchtechnik ist eine morphologische Methode. Die Konse-
quenz ist, dass sich der Fortschritt GUber die Bedeutung und Funktion
vieler struktureller Spezialisierungen, die in den Gefrierbruchreplikas
der Membranen sichtbar sind, nur langsam vollzieht und bei weitem
nicht mit der Beschreibung und der Analyse der feinstrukturellen Details
Schritt halt.

Technische Verbesserungen und Innovationen haben bei gleichzeitiger
Entwicklung anderer biophysikalischer, biochemischer und biologischer
Methoden den Rahmen der ursprunglichen Technik wesentlich erwei-
tert. (s. Reviews: SEVERS und ROBENEK 1983, SEVERS 1989,
SEVERS und SHOTTON 1995)

Die Voraussetzung zum Verstandnis der Beziehungen zwischen Mem-
ranstruktur und ihrer Funktion ist jedoch die direkte chemische Identifi-
zierung der in gefriergebrochenen Membranen sichtbaren Komponen-
ten. Die Applikation von Ferritin-konjugierten Antikorpern, Membranre-
konstruktionsmethoden und Gefrieratzautoradiographie reprasentieren
bereits erste Schritte, um dieses Ziel zu erreichen. Weitere Fortschritte
sind durch die EinfUhrung zytochemischer Methoden erzielt worden.
Aufgrund ihrer Limitationen und methodischen Probleme haben diese
Verfahren allerdings keine grof3e Verbreitung gefunden.

Die kurzlich von FUJIMOTO (1995) entwickelte sogenannte Natrium-
Dodecyl Sulfat (NDS)-Gefrierbruch-Immunzytochemie ist allen bisheri-
gen Verfahren Uberlegen. Die in diesem Verfahren benutzte Kombinati-

on von Gefrierbruchverfahren mit immunzytochemischer Markierung
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von individuellen Membranmolekulen erlaubt den direkten Nachweis
der chemischen Zusammensetzung und Topologie sowie Dynamik von
Zellmembrankomponenten in situ.

Mit dieser Methode waren FUJIMOTO und andere Autoren in der Lage,
Membranproteine selektiv mit spezifischen Antikdrpern zu markieren
(FUJIMOTO 1995, HULSER et al 1997, FUJIMOTO et al. 1997a, b,
1998, 2000, FURUSE et al 1998, NOMURA und FUJIMOTO 1999,
TAKIZAWA et al. 1998, TAKIZAWA 1999, TAKIZAWA und ROBINSON
2000, TAKAYAMA et al. 1999, PETERSON et al. 2000). Ferner konnten
sie mit Hilfe dieser Methode und spezifischen Antikérpern die Verteilung
von Phospholipiden in verschiedenen Zellen und intrazellularen Mem-
ranen sowie die exakte Topologie integraler Membranproteine darstel-
len (FUJIMOTO et al 19973, b).

Im Prinzip unterscheidet sich diese Methode nur unwesentlich von der

konventionellen Gefrierbruchmethode.
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Abbildung 9: Schematische Darstellung des Verlaufs des Gefrierbruchs und Immun-
goldmarkierung nach NDS-Reinigung des Replikas. A) Die Zelle ist gefroren. B) Der
Gefrierbruch und die Platin/Kohle-Bedampfung (Pt/C) macht die

exoplasmatische (EF) und die protoplasmatische (PF) Seite der Plasmamembran
sichtbar. C) Mit NDS werden die nicht bedampften Zellen und Zellkomponenten aufge-
I6st, aber nicht die bedampften Membranbruchflachen. D) Das Replika wird mit prima-
ren und goldmarkierten sekundaren Antikérpern inkubiert und markiert. Anschlief’end
findet die elektronenmikroskopische Untersuchung und Auswertung des Replikas
statt. (FUJIMOTO 1997)
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Die NDS-Gefrierbruch-Immunzytochemie wurde nach der von
FUJIMOTO (1995) entwickelten Methode durchgefihrt. Im Gegensatz
zur herkdbmmlichen Gefrierbruchtechnik werden die Zellen bei der NDS-
Gefrierbruch-Immunzytochemie nicht fixiert. Abweichend von der Origi-
nalmethode haben wir die Gewebesticke vor dem Einfrieren auf den
Goldobjekttragern in 30%igen Glycerin aufgeblockt. Der Gefrierbruch
und die Bedampfung mit Platin/Kohle erfolgt wie bei der herkdbmmlichen
Gefrierbruchtechnik. FUr die Reinigung des Replikas wurde anstelle von
Chlorbleiche jedoch NDS benutzt. Daflr wurde in der Regel mindestens
24h benotigt.

Die Immunzytochemie an den mit NDS gereinigten Replikas erfolgte in
folgenden Schritten:
= Blocken der unspezifischen Bindungsstellen mit 5% BSA/PBS fur
15 min. Inkubation mit primaren Antikorpern (verdunnt in
PBS/5% BSA) fur 1h bei Raumtemperatur auf einem Schuttler
= Spulen mit PBS (dreimal 10 min.)
= Inkubation mit goldmarkiertem sekundaren Antikérpern ebenfalls
verdinnt in BSA/PBS auf einem Schuttler fir 1h bei Raumtem-
peratur
= Spulen mit PBS (dreimal 10 min.)
= Fixierung mit 0,5% Glutaraldehyd in 0,1 M PBS ph7,4 fir 10 min.
bei Raumtemperatur
= Spulen mit Aqua dest. (dreimal 10 min.)
= Aufnahme der markierten Replikas auf unbefilmte

Kupfer — Netze

Die Replikas kdnnen dann im Elektronenmikroskop ausgewertet wer-

den.
2.3. Antikérper und Immunogold
Fir die immunzytochemischen Markierungen von Caveolin-1, -2 und -3

an den Gefrierbrichen wurden die folgenden primaren Antikorper ver-

wandt:
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= monoklonaler Maus anti-Caveolin-1-Antikérper (C 37120, Clone
2297, Transduction Lab., Lexington, USA)

= monoklonaler Maus anti-Caveolin-2-Antikorper (C 57820, Clone
65, Transduction Lab., Lexington, USA)

= monoklonaler Maus anti-Caveolin-3-Antikérper (C 38320, Clone
26, Transduction Lab., Lexington, USA)

Alle in dieser Arbeit dargestellten Ergebnisse wurden ausschlie3lich mit
diesen Antikorpern erzielt. Sie wurden durchweg in einer Konzentration
von 5ug/ml eingesetzt.

Als sekundarer Antikdrper wurde der an 12 nm kolloidales Gold gekop-

pelte Ziege anti-Maus-lIgG eingesetzt (48057, Dianova, Hamburg).

2.4. Bilddokumentation

Die elektronenmikroskopischen Aufnahmen wurden an einem Philips
EM 410 mit Kodak 4489-Filmplatten hergestellt. Bildabzlige wurden mit
Agfa Brovira-Papier hergestellt.

2.5. Quantifizierung

Die Bestimmung der Anzahl der an die Membranbruchflachen gebun-
denen Goldpartikel wurde an Platin/Kohle—Replika durchgefuhrt. Dazu
wurden die Negativ—Fotografien in einer Vergrofierung von 16.900 x mit
Hilfe eines VergroRerungsgerates (Durst Laborator 1200) auf eine End-
vergroflerung von 59.000 x gebracht. Die Abzlge auf Agfa Brovira—
Papier wurden mit Transparentpapier, welches ein Raster aufwies von
5,9 cm x 5,9 cm uberdeckt. Dies entspricht einer Plasmamembran-
oberflache von 1 ym?2.

Die Auszahlung der Goldpartikel in diesen Feldern erfolgte fir jeden
Zelltyp an mindestens 100 verschiedenen Zellen. Die Angabe der An-

zahl der Goldpartikel erfolgt in Anzahl / 1 pm?2.
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3. Ergebnisse

3.1. Gefrierbruch

3.1.1. Herzmuskel

Mit Hilfe des Gefrierbruchverfahrens und anschliellender Betrachtung
der Zellen im Elektronenmikroskop lassen sich die unterschiedlichen
Strukturen, die am Aufbau des Herzmuskels beteiligt sind, erkennen
und unterscheiden.

Auf quergebrochenen Gefrierbruchaufnahmen von Kardiomyozyten er-
kennt man die Vielzahl der vorhandenen Mitochondrien, die Myofibrillen

sowie die umgebende Plasmamembran (Abb. 10).

Abbildung 10: Gefrierbruch-Replika des Herzmuskels. Oben rechts erkennt man Myo-
fibrillen (myo) und Mitochondrien (mito). Der Gefrierbruch erfolgte dann durch die
Plasmamembran des Kardiomyozyten (PM1). E kennzeichnet die extrazellulare Ma-
trix. Im unteren linken Bildteil befindet sich eine zweite Plasmamembran eines weite-
ren Kardiomyozyten. T markiert die Offnung eines transversalen Tubulus.
VergréRerung: x 11.000. (SEVERS 2000)
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Gefrierbruchaufsichten auf die Plasmamembran von Kardiomyozyten
zeigen ihre Struktur mit Caveolae und den transversalen Tubuli. Diese
Tubuli entstehen wahrend der Embryonalentwicklung aus der Membran
der Muskelfaser, dem Sarkolemm, durch einen Invaginationsprozess.
Hierbei entsteht ein tubulares Kanalsystem, das horizontal in die Faser
eindringt und jede Fibrille in der Hohe der Z-Linie umgibt. Uber dieses
transversale tubulare System breitet sich die Erregung in Millisekunden
Uber die ganze Muskelfaser aus.

Kardiomyozyten erscheinen hinsichtlich der Oberflachenstruktur ihrer
Plasmamembran homogener als Endothelzellen mit ihrer Vielzahl an
Invaginationen und Ausstulpungen. Die Endothelzellen im Herzmuskel-
gewebe stammen aus Gefalien, die die Muskulatur mit Sauerstoff und
Nahrstoffen versorgen und somit auf Schnittbildern durch das Gewebe
haufig zu finden sind. Auf der P-Seite der Endothelzellen und der Kar-
diomyozyten erkennt man Goldpartikel. Diese markieren in unserem
Versuch die Caveoline. Auf der E-Seite sowohl der Kardiomyozyten als
auch der Endothelzellen befinden sich keine Goldpartikel (Abb. 11, 12).
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Abbildung 11: Gefrierbruch-Replika der Plasmamembran eines Kardiomyozyten. Auf
der P-Seite (PF) des Kardiomyozyten finden sich Goldpartikel als immunzytochemi-
scher Nachweis fir Caveolin-1. Die E-Seite (EF) ist frei von Goldpartikeln.
Vergrofierung: x 41.700
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3.1.2. Endothelzellen

Nachdem Endothelzellen das erste Mal mit Hilfe der Gefrierbruchme-
thode untersucht worden sind, konnten Caveolae sowohl in der
Plasmamembran, als auch freie Vesikel im Zytoplasma nachgewiesen
werden (DEMPSEY et al. 1973; MAZZONE und KORNBLAU 1981;
GREEN und SEVERS 1983). Folgt der Gefrierbruch der Plasma-
membran einer Zelle, ist keine Einsicht in das Zytoplasma mit seinen
Zellorganellen moglich. Es werden lediglich die P-Seite und die E-Seite
der Plasmamembran sichtbar. Diese lassen sich anhand der Oberfla-
chenstruktur gut voneinander unterscheiden. Auf der P-Seite erschei-
nen die Caveolae als Invagination, wohingegen die E-Seite durch ihre
Ausstulpungen charakterisiert ist (Abb. 12, 14). In Endothelzellen von
Herzkapillaren haben die Offnungen der Caveolae einen durchschnittli-
chen Durchmesser von ca. 40 nm und besitzen eine Dichte von 67 / 1
pum? auf der luminalen und 110 / 1 ym? auf der vom Lumen abgewand-
ten Seite. Im Gegensatz dazu betragt der Durchmesser in Kardiomyo-
zyten im benachbarten ventrikularen Herzmuskelgewebe durchschnitt-
lich ca. 65 nm und sie haben eine Dichte von nur 4-6 / 1 pm?
(GABELLA 1978; LEVIN und PAGE 1980). Der Durchmesser, die Dich-
te und die Verteilung dieser als kleine runde Vertiefungen und Erhe-
bungen auftretenden Oberflachenstrukturen variiert von Zelle zu Zelle.
In der Mehrzahl aller Falle verlauft der Gefrierbruch allerdings in der
Weise, dass sowohl Membranflachen der Plasmamembran als auch
Zellorganellen in den Replikas zu finden sind. Die Plasmamembran
umgibt die Zelle und kann in den Gefrierbruchbildern durch die Anwe-
senheit charakteristischer Strukturen, insbesondere der Caveolae iden-
tifiziert werden. Die Grundsubstanz des Zytoplasmas erscheint homo-
gen. Einschlisse, die nicht von einer Membran umgeben sind, werden
im Gefrierbruch nicht sichtbar. Zellorganellen, wie der Golgi-Apparat
oder Mitochondrien werden bei dieser Form des Gefrierbruchs sichtbar.
Der Golgi-Apparat z.B. stellt sich als eine Ansammlung Ubereinander-
liegender Membranen dar. Bei den Endothelzellen handelt es sich al-

lerdings um Zellen mit vergleichsweise wenig Zellorganellen.
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-Replika der Plasmamembranen einer Endothelzelle und

Abbildung 12: Gefrierbruch

Seite (PF) lassen sich gut vonein-

Seite (EF) und die P

eines Kardiomyozyten. Die E

ander unterscheiden. Die P-Seite ist gekennzeichnet durch Einstilpungen, die E-Seite
hingegen durch Ausstilpungen der Caveolae. Goldpartikel als immunzytochemischer

Nachweis flir Caveolin-1 befinden sich ausschliellich auf den P-Seiten.

VergréfRerung: x 76.900
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3.1.3. Kardiomyozyten

Auf elektronenmikroskopischen Bildern von Kardiomyozyten nach Ge-
frierbruch durch die Plasmamembran lasst sich auch die P-Seite von
der E-Seite anhand der Oberflachenstruktur unterscheiden (Abb. 11).
Auf der P-Seite zeigen sich Einstllpungen der Plasmamembran, die E-
Seite hingegen ist gekennzeichnet von Ausstulpungen der Caveolae.
Ferner befinden sich auf der P-Seite mehr intramembrandse Partikel als
auf der E-Seite. Die Oberflachenstruktur erscheint im Vergleich mit der
der Endothelzellen deutlich homogener. Die Dichte der Ein- und Aus-
stulpungen ist signifikant geringer und auch die Tiefe bzw. Hohe der
Invagianationen und Ausstulpungen erscheint deutlich niedriger. Da-
durch erscheinen die elektronenmikroskopischen Bilder der Plasma-
membran von Kardiomyozyten nach Gefrierbruch insgesamt homoge-

ner.

3.2. Die Natrium Dodecyl Sulfat-Gefrierbruch-Immunzytochemie

zur Analyse der Caveoline in der Plasmamembran

Die Feinstruktur der Membranbruchflachen in den Replikas nach der
NDS-Gefrierbruch-Immunzytochemie ist prinzipiell dieselbe wie die
nach herkdbmmlicher Gefrierbruchmethode. Die Unterschiede bestehen
darin, dass die Replikas in den herkdbmmlichen Gefrierbruchpraparaten
mit Chlorbleiche gereinigt werden und deshalb frei sein sollten von or-
ganischem Material. Die Praparate flr die NDS-Gefrierbruch-
Immunzytochemie werden dagegen mit NDS gereinigt, wobei die
Membranbruchflachen an dem Replika haften bleiben sollten. Von gro-
Rer Bedeutung flur eine erfolgreiche Immunmarkierung ist die Position
des zu analysierenden Proteins in der Membran und die Art und Weise
des Bruchverlaufes durch dieses Protein. Proteine, die so getrennt wer-
den, dass die sich nach dem Gefrierbruch auf der inneren Bruchflache
(P-Seite) der Membran befinden, kdnnen mit Antikdrpern markiert wer-
den, die gegen die zytoplasmatische Domane gerichtet sind, aber nicht
mit Antikorpern, die die extrazellulare Domane des Proteins erkennen.

Bei den Caveolinen-1, -2 und -3 handelt es sich um Proteine, die in der
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Membran verankert sind und dessen N- und C-Terminus auf der zy-
toplasmatischen/luminalen Membranoberflache lokalisiert sind. Die Ca-
veoline stellen somit eine ideale Proteinfamilie fur die immunzytochemi-
sche Analyse dar. Aufgrund dieser Eigenschaften des Proteins wird die
Goldmarkierung in den Replikas ausschlieBlich auf der P-Seite der
Plasmamembran beobachtet. Die Goldpartikel befinden sich nicht in der
Membranbruchflache und nicht in den Platin/Kohle Replika, sondern
haften ausschliel3lich Uber die primaren und sekundaren Antikérper an
den zytoplasmatischen Seiten der inneren Bruchflachen (PF) der Plas-

mamembranen (Abb. 13).

Carbon
(15-20 nm)

2" AB-

Abbildung 13: Schematische Darstellung eines immungoldmarkierten Replikas. Cave-
olin-1 ist an der P-Seite (PF) der Plasmamembran lokalisiert. Die P-Seite der Plas-
mamembran ist an das Platin (Pt) /Kohle (Carbon) Replika gebunden. Durch die indi-
rekte Immungoldmarkierung liegen die Goldpartikel ca. 20-30 nm vom Caveolin-1
entfernt. (Verandert nach FUJIMOTO 1997)
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3.3. Caveoline in der Plasmamembran

3.3.1. Caveolin-1

3.3.1.1. Kardiomyozyten

Die Freilegung groRer Plasmamembraninnenansichten der Kardiomyo-
zyten nach dem Gefrierbruch und die daran anschlieliende NDS-
Gefrierbruch-Immunzytochemie erlaubt die Analyse der Verteilung und
Struktur der Caveolae und des Caveolin-1. Goldpartikel, die an sekun-
dare Antikorper gebunden sind, erscheinen in elektronenmikroskopi-
schen Bildern als Punkte. Das Caveolin-1 findet sich ausschlieBlich auf
der P-Seite der Membranbruchflachen, wohingegen die E-Seite frei von
Caveolin-1 ist (Abb. 11). Es befinden sich 8,52+0,26 Goldpartikel als
immunzytochemischer Nachweis auf 1 ym?® Membranflache (Abb. 17).
Die Anordnung der Goldpartikel erscheint ungleichmafig. Markierungen
finden sich vereinzelt in kleinen Gruppierungen, grotenteils aber iso-
liert. Eine Assoziation zu Invaginationen oder Ausstulpungen der Plas-

mamembran ist selten zu identifizieren.

3.3.1.2. Endothelzellen

In den elektronenmikroskopischen Bildern der Endothelzellen zeigt sich
eine gleichmalige Verteilung der Goldpartikel als immunzytochemi-
scher Nachweis fur Caveolin-1 auf der P-Seite der Plasmamembran
und eine enge Assoziation der Goldpartikel sowohl mit flachen als auch
tiefen Invaginationen der Membranbruchflachen (Abb. 14). Das Vertei-
lungsmuster der Caveolae variiert von Zelle zu Zelle (Abb. 15). Es lasst
sich feststellen, dass in allen Bereichen der Plasmamembran von Endo-
thelzellen Caveolae vorhanden sind.

Je nach physiologischem Zustand einer Zelle sind die Caveolae

= sehr dicht oder weniger gedrangt in der Plasmamembran vor-

handen
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= mehr oder weniger gleichmafig in der Plasmamembran verteilt
(Abb. 16)

= in Gruppen oder Reihen angeordnet (Abb. 14, 15)

= konzentriert auf bestimmten Arealen der Plasmamembran vor-
handen, wahrend andere Areale fast vollig frei von Caveolae

sind

= sowohl als tiefe als auch als flache Invaginationen vorhanden
(Abb. 16)

Es lassen sich keine Goldpartikel auf der E-Seite finden. Die Anzahl der
Goldpartikel fir Caveolin-1 auf der P-Seite von Endothelzellen liegt mit
73,531£0,78 / 1 ym? Membranbruchflache deutlich Uber der Anzahl der
Goldpartikel fur Kardiomyozyten (Abb. 18).
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Abbildung 14: Markierung von Caveolin-1 assoziiert mit tiefen Caveolae-
Einstllpungen.
Vergréflerung: x 66.700
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Abbildung 15: Die Verteilung von Caveolae variiert von Zelle zu Zelle (1-3).
VergroBerung: x 45.500
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Abbildung 16: Verteilung von Caveolae und Caveolin-1 in der P-Seite der Plasma-
membran von Endothelzellen.
Vergroéferung: x 50.000
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3.3.2. Caveolin-2

3.3.2.1. Kardiomyozyten

Die Goldpartikel, die Caveolin-2 Uber primare und sekundare Antikdrper
in der Plasmamembran markieren, sind vereinzelt auf den elektronen-
mikroskopischen Bildern verteilt. Auch hier lassen sie sich ausschliel3-
lich auf der P-Seite der Membran finden. Die E-Seite ist vollkommen frei
von Caveolin-2-Markierung. Die Verteilung bzw. die Anordnung der
Goldpartikel auf der P-Seite folgt keiner bestimmten Struktur. Es ist kei-
ne Assoziation des Caveolin-2 zu Caveolae zu erkennen. Es sind keine
bestimmten Areale mit besonders hoher oder niedriger Dichte an Cave-
olin-2-Markierung vorhanden. Mit einer absoluten Dichte von nur 0,46+
0,02 Markierungen / 1 um? ist Caveolin-2 die mit Abstand am geringsten

gefundene Isoform der Caveolin-Familie in Kardiomyozyten (Abb. 17).

3.3.2.2. Endothelzellen

Die Goldpartikel als immunzytochemischer Nachweis fur Caveolin-2 in
Endothelzellen befinden sich Uber den zahlreich in der Plasmamembran
vorkommenden Caveolae. Die Caveolae sind auf der P-Seite als Inva-
ginationen und auf der E-Seite als Erhebungen zu sehen. Die Goldpar-
tikel sind ausnahmslos auf der P-Seite vorhanden. Es besteht eine en-
ge Assoziation der Markierungen zu den Caveolae, wobei die Anzahl
der Goldpartikel im Vergleich zum Caveolin-1 in Endothelzellen deutlich
geringer ausfallt, was allerdings nicht fur die Dichte an Caveolae gilt.
Die Verteilung der Goldpartikel innerhalb der Caveolae ist unterschied-
lich. Sie reicht von der halbringférmigen Anordnung, Uber die unstruktu-
rierte Konzentrierung bis hin zu einzelnen Goldpartikeln an der Invagi-
nation. Diese Muster reprasentieren unter Umstanden Stadien von der
Inkorporation der Caveolin-Molekule in die Membran bis hin zur Migra-
tion und Konzentration in Caveolae. Bei der quantitativen Analyse konn-
ten 20,10+0,35 Goldpartikel / 1 um? als immunzytochemischer Nach-

weis fur Caveolin-2 gezahlt werden (Abb. 18).
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3.3.3. Caveolin-3

3.3.3.1. Kardiomyozyten

Caveolin-3 ist die muskelspezifische Isoform der Caveolin-
Proteinfamilie. Es wird sowohl in quergestreifter und glatter Muskulatur
als auch im Myokard exprimiert. Die Anzahl und Verteilung der Goldpar-
tikel als zytochemischer Nachweis flr Caveolin-3 in Kardiomyozyten
betragt 11,45+£0,35 / 1 ym? Membranflache (Abb. 17, 19). Somit ist die
Menge an markiertem Caveolin-3 im Vergleich mit der Anzahl der
Goldpartikel von Caveolin-1 in Kardiomyozyten wesentlich héher. Aller-
dings ist beim Caveolin-3 keine strukturierte Anordnung der Goldmar-
kierungen zu erkennen. Eine Assoziation zu Invaginationen bzw. Aus-
stilpungen der Plasmamembran, wie sich Caveolae im Gefrierbruch
darstellen, ist ebenfalls wie beim Caveolin-1 in Kardiomyozyten nicht zu

finden.

3.3.3.2. Skelettmuskelzellen

In Plasmamembranen der Skelettmuskelzellen ist eine strikte Assoziati-
on der Caveolin-3-Markierung zu Caveolae nicht eindeutig zu erkennen.
Goldpartikel befinden sich sowohl in unmittelbarer Umgebung der Ca-
veolae, aber auch frei in der Plasmamembran, wobei die Dichte an Ein-
stulpungen bzw. Erhebungen vergleichsmalig gering ist. Die Goldmar-
kierungen befinden sich allesamt auf der P-Seite der Plasmamembran.
Ihre Verteilung erscheint somit eher willkirlich. Die Anzahl der Goldpar-
tikel als immunzytochemischer Nachweis fur Caveolin-3 betragt 20,79
+0,64 / 1 ym? Membranflache (Abb. 19).
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3.4. Zusammenfassung der quantitativen Ergebnisse

Die folgenden Schemata fassen die quantitativen Ergebnisse zur Ver-
teilung der Caveoline in Kardiomyozyten, Endothelzellen und in Ske-
lettmuskelzellen zusammen. Die hoéchste Anzahl an Goldpartikeln als
zytochemischer Nachweis flr Caveolin in den von uns untersuchten
und oben beschriebenen Zellen wird mit 73,53+£0,78 / 1 um? bei Caveo-
lin-1 in Endothelzellen erreicht. Caveolin-2 an Endothelzellen ist mit
20,10+0,35 Goldpartikeln / 1 ym? Membranflache deutlich geringer vor-
handen. Mit 20,79+0,64 / 1 ym? Goldpartikeln ist die Anzahl an Caveo-
lin-3 im Skelettmuskel mit der Menge an Caveolin-1 in Endothelzellen in
etwa vergleichbar. Caveolin-3 ist in Kardiomyozyten mit 11,45+0,35
Goldpartikeln als zytochemischer Hinweis / 1 ym? Membranflache signi-
fikant geringer vorhanden. Eine deutlich geringere Dichte an Goldmar-
kierungen weist mit 8,52+0,26 Caveolin-1 in Kardiomyozyten auf. Im
Vergleich zur Anzahl an Caveolin-1 in Endothelzellen entspricht der
Wert nur circa 12,5%. Die mit Abstand geringste Dichte weist Caveolin-

2 in Kardiomyozyten mit nur 0,46+0,02 Markierungen / 1 ym? auf.

Kardiomyozyten

- -
© o N
1 1 1 1

Markierungen je um’

Caveolin-1 Caveolin-2 Caveolin-3

Abbildung 17: Grafische Darstellung der Anzahl der Goldpartikel als immunzytochemi-
scher Nachweis fir die Caveoline 1-3 / 1 ym? Membranbruchfldche von Kardiomyozy-
ten.
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Abbildung 18: Grafische Darstellung der Anzahl der Goldpartikel als immunzytochemi-
scher Nachweis fur Caveolin-1 und -2 / 1 ym? Membranbruchflache von Endothelzel-
len.
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Abbildung 19: Grafische Darstellung der Anzahl der Goldpartikel als immunzytochemi-
scher Nachweis fur Caveolin-3 / 1 ym? Membranbruchflache von Kardiomyozyten und
Skelettmuskelzellen.
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4. Diskussion

4.1 Die Gefrierbruch-Immunzytochemie: Methodische Aspekte

4.1.1 Vorteile

Fir das Erkennen spezieller Membranbestandteile und ihrer Eigen-
schaften ist die Kenntnis vom allgemeinen Membranaufbau Vorausset-
zung. Chemische Analysen haben gezeigt, dass alle Zellmembranen
eukaryotischer Organismen hauptsachlich aus Proteinen und Lipiden
aufgebaut sind. Obwohl jeder Membrantyp spezielle Funktionen besitzt,
weisen ihre allgemeinen physikalischen Eigenschaften darauf hin, dass
sie aus gleichen Strukturen bestehen. Auch der dreischichtige Aufbau
der Membran im Ultradinnschnitt - ursprunglich als Einheitsmembran
bezeichnet - deutet auf die grundsatzliche Gleichheit der molekularen
Organisation einer Zellmembran hin. Obwohl der grundsatzliche Bau-
plan aller Membranen gleich ist, unterscheiden sie sich im Detail, und
die spezifischen Lipid— und Proteinkomponenten variieren und untertei-
len eine individuelle Membran in verschiedene topographische Bereiche
mit unterschiedlichen funktionellen Eigenschaften. Das heute ange-
wandte sogenannte ,fluid mosaic"-Membranmodell von SINGER und
NICOLSON (1972) setzt voraus, dass die Membranmatrix aus einer
Lipiddoppelschicht besteht. In diese Lipiddoppelschicht sind die Mem-
branproteine inkorporiert und mehr oder weniger frei beweglich. Hin-
weise dafur, dass Proteine teilweise oder vollstandig die Lipiddoppel-
schicht penetrieren und sich frei bewegen kénnen, lieferten Untersu-
chungen an Membrangefrierbriichen. Der Gefrierbruch spaltet eine Ein-
heitsmembran entlang ihrer hydrophoben Zone zwischen der Lipiddop-
pelschicht in zwei komplementare Spalthalften, die entsprechend der
von BRANTON et al. (1975) vorgeschlagenen Nomenklatur als PF (pro-
toplasmic face) und als EF (exoplasmic face) bezeichnet werden. Auf
den Membranbruchflachen lassen sich nach der Replikation mit Platin

und Kohle intramembrandse Partikel (IMP) auf glattem Untergrund er-
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kennen. Die glatten Areale entsprechen der Lipidschicht, und die IMP

stellen die in die Membran inkorporierten Proteine dar.

Einer der groten Vorteile des Gefrierbruchverfahrens ist, dass es be-
nutzt werden kann, um die topographisch und funktionell unterschiedli-
chen Proteinmuster auf ausgedehnten Membranbruchflachen zu unter-
suchen. |hre Darstellung in den Replikas ermdglicht auf diese Weise
eine detaillierte Analyse ihrer Topographie und Dynamik unter physio-
logischen, experimentellen und pathologischen Bedingungen. Die Iden-
titat, Bedeutung und Funktion der IMP ist dagegen bisher weitestge-
hend unbekannt geblieben. Die Klarung dieser Fragen scheiterte bisher
an dem Vorhandensein geeigneter Methoden. Ursprianglich war man
der Ansicht, dass es unmadglich sei, IMP direkt zu markieren, da keine
Membranproteine oder andere biologische Molekule Uubrigbleiben,
nachdem die Replikas mit den bisher Ublichen Reinigungsmitteln - in
der Regel Chlorbleiche oder Chromschwefelsdure - gereinigt wurden.
Die Entwicklung von Verfahren, die eine gleichzeitige subzellulare Lo-
kalisation und biochemische Identifizierung der Membranproteine er-
lauben, ist gegenwartig das Hauptziel der Gefrierbruchmethode. Die in
den 70er und 80er Jahren eingefuhrten Methoden fur die zytochemi-
sche Markierung von IMP, wie z.B. die Gefrierbruch-Autoradiographie
(FISHER und BRANTON 1976, RASH et al. 1981) und sogenannten
"Fracture-Flip"-Methoden (ANDERSSON FORSMAN und PINTO DA
SILVA 1988, s. Reviews: SEVERS 1989, SEVERS und ROBENEK
1983, SEVERS und SHOTTON 1995) sind umstandlich, kompliziert und
wenig reproduzierbar. Au3erdem ist ihre Aussagekraft limitiert und un-
genau. Sie haben daher keine weite Verbreitung gefunden.

FUJIMOTO (1995) beschrieb einen vollig neuen Ansatz fur die Kombi-
nation der Gefrierbruchmethode mit immunzytochemischen Verfahren.
Diese Methode erlaubt die direkte Markierung von Membranproteinen in
Platin/Kohle Replikas. Wesentliches Merkmal dieser Methode ist die
Verwendung des Detergens Natrium Dodecyl Sulfat (NDS) anstelle von
Chlorbleiche fur die Reinigung der Platin/Kohle Replikas. FUJIMOTO
konnte zeigen, dass durch die Behandlung der Platin/Kohle Replikas

mit NDS fast alle zellularen Komponenten entfernt werden - dhnlich wie
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mit der herkdbmmlichen Chlorbleiche - aul3er denen jedoch, die in direk-
tem Kontakt mit dem Platin/Kohle Replika sind; dies sind die Membran-
bruchflachen mit den inkorporierten Membranproteinen. Die Membran-
proteine bleiben in den Replikas erhalten und sind fur eine immunzyto-
chemische Darstellung zuganglich.

Diese NDS-Gefrierbruch-Immunzytochemie ist allen bisherigen Metho-
den uberlegen und zurzeit die Methode der Wahl bei der |dentifizierung
von Membranproteinen in situ. Im Gegensatz zur Originalmethode von
FUJIMOTO (1995) benutzen wir, bevor die Zellen tiefgefroren werden,
eine kurze, maximal 3 min dauernde Behandlung mit Glycerin aus fol-

genden Grunden:

= Da wir Gefrierbriiche in der uns zur Verfigung stehenden Bal-
zers Gefrierbruchanlage nur mit Hilfe eines Messers durchflihren
konnen, entstehen grof3e Druckkrafte auf den zu schneidenden
bzw. brechenden Eisblock. Der Zusatz von Glycerin wirkt stabili-
sierend und verstarkt die Haftung des Eisblocks an die Unterla-
ge, so dass er nicht so leicht weggebrochen wird.

= Die Behandlung der Proben mit Glycerin bewirkt eine geringere
Eiskristallbildung und damit insgesamt einen besseren ultrastruk-
turellen Erhalt und eine detailliertere Darstellung der Organellen,
insbesondere der Membranen kleiner Organellen und Vesikel.

= Eine Beeintrachtigung der Verteilung der Caveolae und des Ca-
veolin-1 sowie der IMP in den Membranbruchflachen wurde nach
der Glycerinbehandlung gegeniber unbehandelten Zellen nicht
beobachtet.

Ein groRes Problem bei der immunelektronenmikroskopischen Lokali-
sierung von Proteinen ist der modgliche Verlust der Antigenizitat, der
durch die notwendige Fixierung der Zellen oder Gewebe eintreten kann.
Fir die Fixierung werden Aldehyde eingesetzt, wobei Formaldehyd und
Glutaraldehyd am haufigsten verwendet werden. Durch die Glutaralde-
hydfixierung erreicht man aufgrund der intensiven Quervernetzung zel-
lularer Proteine eine gute Erhaltung der Zellstruktur; allerdings geht da-

bei in der Regel die Antigenizitat verloren. Die Formaldehydfixierung
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dagegen erhalt die Struktur der Zellen bei weitem nicht so gut wie die
Glutaraldehydfixierung, bietet jedoch den Vorteil, dass bei akzeptabler
Darstellung der Struktur auch die Antigenizitat - zumindest fur einige
Proteine erhalten bleibt. Daher ist die Formaldehydfixierung die am bes-
ten geeignete Fixierungsmethode fur die Immunelektronenmikroskopie
von Zellen und Geweben. Mindestens eine Formaldehydfixierung von
Zellen und Geweben ist auch fur die Kryoultramikrotomie und anschlie-
Rende Postembedding-Immunzytochemie, die sich bisher am besten
von allen immunzytochemischen Techniken in der Elektronenmikrosko-
pie bewahrt hat, erforderlich. Der Grund hierflir liegt darin, dass man
zum Unterdricken von Eiskristallartefakten beim Einfrieren eine 2,3 M
Saccharoselosung als Frostschutz verwendet. Eine solch hochkonzen-
trierte Losung kann jedoch nur an durch chemische Fixierung stabili-
sierten Zellen und Geweben angewendet werden. Hierzu genltigen Al-
dehyde in vergleichsweise schwachen Konzentrationen, welche in vie-
len Fallen die Antigenizitat nicht storend beeinflussen.

Die NDS-Gefrierbruch-Immunzytochemie bietet erstmals die Moglich-
keit, Zellen durch vollstandigen Verzicht auf chemische Fixierung bei
optimaler Strukturerhaltung immunzytochemisch analysieren zu kon-
nen. Mit dieser Methode wird neben optimaler Strukturerhaltung auch
eine ultrastrukturelle Darstellung hochempfindlicher antigener Bin-
dungsstellen erreicht, die sonst selbst schon bei schwacher chemischer
Fixierung zerstort wurden. Durch diese Methode kann ferner auflerdem
eine dem Naturzustand recht nahekommende Erhaltung der Ultrastruk-
tur der Zellen erreicht werden. Denn durch die schnelle Gefrierfixation
werden nicht nur die Proteinkomponenten erhalten, sondern sie
verbleiben auch in ihrer ursprunglichen Lokalisation. Dies ist insbeson-
dere fur die Untersuchung von Proteinkomponenten in Membranen von
unschatzbarem Vorteil, da es sich bei Membranen bekanntlich um eine
Lipiddoppelschicht handelt, in der die Membranproteine leicht frei be-

weglich sind.
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4.1.2. Nachteile

Diesen grof3en Vorteilen stehen Einschrankungen gegenuber, die sich

im Wesentlichen auf zwei Bereiche erstrecken.

1.

Eine dieser Einschrankungen betrifft den Anwendungsbereich
dieser Methode. Bisher war diese Methode weitestgehend nur
anwendbar auf kultivierte Zellen oder Zellen in Suspensionskul-
tur. Membranproteine in komplexen Gewebestiicken lassen sich
leider nicht darstellen mit Ausnahme der hier untersuchten Ge-
webe. Dies hangt mit dem NDS-Reinigungsvorgang zusammen.
FUr die Reinigung der Replikas mit NDS ist es notwendig, die
Praparate kraftig zu schitteln. Selbst bei Zellkulturen gelingt die
Reinigung dabei oft nur unvollstandig. Gewebestlicke anderer
anatomischer Strukturen widersetzen sich der Reinigung mit
NDS noch starker, da der Anteil an extrazellularer Matrix deutlich
héher ist. Dabei kommt es dann zu starker Fragmentierung der
fragilen Replikas. Diese Fragmente sind meistens so klein, dass
sie sich nur muhsam auf Netze aufnehmen lassen. AuRerdem
kommt es zu einem Verlust der histologischen Orientierung in
den Replikafragmenten (RASH et al. 1998).

Die zweite Einschrankung dieser Methode betrifft die Bedamp-
fung und der damit zusammenhangenden Bindung der Mem-
branproteine an das Platin/Kohle Replika und ihre Verfugbarkeit
fur die immunzytochemische Darstellung. FUJIMOTO (1995)
nahm an, dass die Kohleatome die Membranproteine so stark
adsorbieren, dass sie mit dem Detergens nicht entfernt werden
konnen. RASH und YASUMURA (1999) dagegen sind der Mei-
nung, dass der hydrophobe Kohlefilm die hydrophobe Oberfla-
che des Membranbruches stabilisiert. Ihre Untersuchungen bes-
tatigen die Ansicht von FUJIMOTO, dass fur die Immungoldmar-
kierung der Membranproteine eine Proteinstabilisierung durch
Platinbeschattung nicht notwendig ist. Ferner konnten sie zeigen,
dass Membranregionen in Replikas, die mit weniger oder ohne

Platin bedampft waren, eine starkere Goldmarkierung aufwiesen
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als Membranregionen mit einer gleichmafRig gemischten Pla-
tin/Kohle Bedampfung. Daraus lasst sich schlieRen, dass die
stark stabilisierenden Eigenschaften von Kohle ausreichen flr
eine Bindung von Membranproteinen an das Replika nach NDS-

Reinigung.

Auch unsere eigenen Ergebnisse bestatigen, dass in den Membranre-
gionen, die weniger mit Platin bedampft wurden, in der Regel eine star-
kere Immungoldmarkierung zu beobachten war als in den Regionen mit
einer gleichmallig gemischten Platin/Kohle Bedampfung. Fir unsere
quantitativen Analysen bedeutete dies, dass wir nur solche Regionen
fur eine Auswertung herangezogen haben, die eine gleichmalige Pla-
tin/Kohle Bedampfung aufwiesen. Regionen, die Uberwiegend eine rei-
ne Kohlebedampfung zeigten, wurden von der Auswertung ausge-
schlossen. Die Ursachen, die zu einer starkeren Immungoldmarkierung
in den hauptsachlich nur mit Kohle bedampften Replika-Regionen fuh-
ren, sind in der Literatur nicht genannt. Eine mdgliche Erklarung kénnte
aber der unterschiedliche Bedampfungswinkel zwischen Platin (38°)
und Kohle (45°) sein. Wenn ein Membranprotein nur von oben mit Koh-
le bedampft wird und nicht zusatzlich von der Seite mit Platin, stehen
mdglicherweise mehr Epitope fur eine immunzytochemische Markie-
rung zur Verfigung, die dann in einer groReren Anzahl von Goldparti-

keln zum Ausdruck kommt.

4.1.3. Der geeignete Marker

Die Caveolae und Caveoline-1, -2 und -3 sind Uberwiegend in der
Plasmamembran lokalisiert. Wie bereits beschrieben, erfordert die Un-
tersuchung ihrer topographischen Verteilung die Darstellung mdglichst
ausgedehnter Membranbruchflachen. Ferner ist die Anwendung eines
geeigneten zytochemischen Markers, welcher der Technik fur die Dar-
stellung der Membranbruchflachen angepasst ist, notwendig. Prinzipiell
kénnen viele zytochemische Techniken und Marker in Verbindung mit
Platin/Kohle Replikas angewandt werden. Die Marker, die am haufigs-

ten fur die Markierung von Membrankomponenten in Platin/Kohle
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Replikas eingesetzt wurden, sind Ferritin, Hdmocyanin, Silicapartikel,
Latexpartikel und Meerrettich-Peroxidase. Sie sind jedoch flur die An-
wendung in Platin/Kohle Replikas mit erheblichen Nachteilen behaftet.
Diese Marker lassen sich in Platin/Kohle Replikas nur schwer identifi-
zieren und sind aufgrund ihrer mangelnden Elektronendichte nicht deut-
lich vom Untergrund zu unterscheiden. Sie sind leicht mit kleinen Ober-
flachenstrukturen zu verwechseln, das bedeutet, dass eine positive
Markierung im Vergleich mit unmarkierten Kontrollpraparaten nur unge-
nau beurteilt werden kann.

Marker, die im Schatten groRerer Oberflachenstrukturen liegen, werden
ubersehen. Ferner ist die Beurteilung von unspezifisch gebundenen
Markern schwierig. Aufgrund dieser Nachteile ist der Wert dieser Mar-
ker fir eine exakte Lokalisation und angestrebte Quantifizierung von
Zellmembrankomponenten in Platin/Kohle Replikas stark begrenzt.
Diese Schwierigkeiten konnen vermieden werden, wenn Kkolloidale
Goldpartikel als Marker benutzt werden (ROBENEK 1992, ROBENEK
und SEVERS 1993). Kolloidale Goldpartikel haben sich nicht nur fir die
Markierung von intrazellularen Makromolekulen bei Pre- und Postem-
bedding-Verfahren, sondern auch speziell fur die Anwendung bei Pla-
tin/Kohle Replikas aufgrund ihres hohen Eigenkontrastes als ideale
Marker erwiesen. Sie kdbnnen darUber hinaus in unterschiedlichen Gro-
Ren hergestellt werden und sind leicht mit Antikbrpern zu koppeln. Sie
sind hochspezifisch und sehr sensibel, so dass sie fur eine quantitative

Analyse eingesetzt werden konnen.

4.2. Topographie und Dynamik von Caveolin-1 ,-2 und -3 in der
Plasmamembran der Kardiomyozyten und der Skelettmuskelzellen

In den Plasmamembranen der von uns untersuchten Zellen/Geweben
kénnen Caveolae zahlreich oder minimal vorhanden sein. Die Vertei-
lung kann gleichmaliig, in Reihen oder Gruppen sein. Ebenso kommen
Areale hoher Konzentration an Caveolae neben Arealen vor, die kaum
Caveolae aufweisen. Die hochste Dichte an Caveolae wurde in Endo-
thelzellen gefunden. Hingegen konnten wir bei der Analyse von

Kardiomyozyten keine Invaginationen der Plasmamembran sichtbar
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machen. Dieses erlaubt aber nicht die falschliche Schlussfolgerung,
dass Kardiomyozyten auch frei von Caveolin-1 sind. Mit Hilfe der NDS-
Gefrierbruch-Immunzytochemie konnten wir eindeutig die Existenz von
Caveolin-1 in Kardiomyozyten und auch Skelettmuskelzellen nachwei-
sen. In Untersuchungen von AHN et al. (2006) konnte gezeigt werden,
dass bei Ratten, die unter einer induzierten autoimmunen Myokarditis
litten, die Anzahl an Caveolin-1 und -2 im Herzen signifikant anstieg.
Dabei wurde Caveolin-1 hauptsachlich in ED1-positiven Makrophagen
gefunden, aber auch in einigen Kardiomyozyten. Dieses Ergebnis wird
auch durch unsere Ergebnisse gestitzt. Im Gegensatz dazu, wurde in
frheren Arbeiten von van DEURS et al. (2003) Caveolin-1 in Herzmus-
kelzellen als nicht existent angesehen. Van DEURS et al. (2003) unter-
nahmen Untersuchungen mit Caveolin-1 freien Mausen, um die Funkti-
on der Caveolae, in Bezug auf kardiovaskulare Erkrankungen zu klaren.
Sie nahmen an, dass Caveolin-1 nicht selber in Herzmuskelzellen vor-
handen ist. Das Fehlen des Caveolin-1 fuhrte bei den Mausen zur Hy-
perthrophie und Dilatation sowohl des linken als auch des rechten
Ventrikels. Dieses Phanomen wurde auf das Fehlen des Caveolin-1 in
anderen, im Herz existenten Zellen, wie z.B. Fibroblasten und Endo-
thelzellen zurlckgefuhrt. Dies sollte fur die Herzabnormitaten mogli-
cherweise verantwortlich sein. WILLIAMS und LISANTI (2004) stellten
ebenfalls anhand von Untersuchungen an Caveolin-1 freien Mausen
fest, dass der Mangel an Caveolin Einfluss auf viele kardiovaskulare
Erkrankungen des Menschen hat. Sie konnten Caveolin-1 und -2 auch
nur in Endothelzellen und Fibroblasten identifizieren. Caveolin-3 konn-
ten sie in Kardiomyozyten und im Skelettmuskel sichtbar machen. Der
Mangel an Caveolin-1 in Kardiomyozyten konnte in lhren Untersuchun-
gen damit nicht festgestellt werden, da sie auch in Wildtyp Mausen kein
Caveolin-1 in Herzmuskelzellen fanden. Somit wurde die Defizienz des
Caveolin-1 als Ursache der Pathologien aul3er Acht gelassen.

In unseren Untersuchungen konnte Caveolin-1 Uber primare und se-
kundare Antikorper mit Goldpartikeln markiert werden und anschlieend
im Elektronenmikroskop sichtbar gemacht werden. Die Markierungen
weisen in Kardiomyozyten keine Assoziation zu Caveolae auf. Es wur-

den auch keine Invaginationen sichtbar. Basierend auf fruheren Unter-
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suchungen mit Hilfe der Western-blot-Analyse von SONG et al. (1996)
konnten in vorherigen Versuchsreihen zwar geringe Mengen an Caveo-
lin-1 in Skelettmuskelgewebe und Herzmuskelgewebe identifiziert wer-
den, jedoch nahm man an, dass es sich hierbei um Proteine aus z.B.
nicht oder nur schwer zu isolierenden Endothelzellen handeln musse.
Dies konnte in dieser Arbeit eindeutig wiederlegt werden. Goldmarkie-
rungen als immunzytochemischer Nachweis fur Caveolin-1 konnten in
den untersuchten Geweben und Zellen ausschliel3lich auf den P-Seiten
der Plasmamembranen beobachtet werden. Die E-Seiten waren voll-
kommen frei von Goldpartikeln. Die meisten Goldpartikel / 1 ym? Memb-
ranflache befanden sich, wie zu erwarten war, in Endothelzellen. Die
Verteilung der Goldpartikel innerhalb der Caveolae ist unterschiedlich
und differiert nicht nur zwischen den Caveolinen-1, -2 und -3, sondern

auch stark zwischen den unterschiedlichen Zellarten.
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5. Zusammenfassung

Durch das Verfahren der Gefrierbruchtechnik lasst sich eine Einheits-
membran entlang ihrer hydrophoben Zone zwischen der Lipiddoppel-
schicht in zwei komplementare Spalthalften teilen, die als P-Seite und
als E-Seite bezeichnet werden.

Durch die Einfuhrung von Natrium Dodecyl Sulfat (NDS) als Detergens
fur die Reinigung der Replikas wurde ein neuartiger Ansatz fiur die
Kombination der Gefrierbruchmethode mit immunzytochemischen Ver-
fahren eingeflhrt. Der Vorteil der Reinigung mit NDS gegenuber einer
Reinigung der Replikas mit Chlorbleiche liegt darin, dass bei der Ver-
wendung von NDS zur Spulung die Membranbruchflachen mit den in-
korporierten Membranproteinen erhalten bleiben und so fir eine im-
munzytochemische Darstellung zuganglich sind.

Die NDS-Gefrierbruch-Immunzytochemie bietet aulerdem erstmals die
Madglichkeit, Zellen durch ganzlichen Verzicht auf chemische Fixierung
bei optimaler Strukturerhaltung immunzytochemisch zu analysieren.
Diese Methode ist allen bisher verfugbaren Verfahren an Prazision, Auf-
I6sungsvermogen und Spezifitat weit Uberlegen.

Bisher konnten mit der NDS-Gefrierbruch-Immunzytochemie nur kulti-
vierte Zellen oder Zellen in Suspensionskultur analysiert werden. Erst-
mals ist es gelungen dieses Verfahren auch an Gewebestucken des
Herz- und Skelettmuskels erfolgreich anzuwenden.

Unsere Beobachtungen Uber die Lokalisation von Caveolin-1 in Kardio-
myozyten und Skelettmuskelzellen wiedersprechen den meisten bishe-
rigen in der Literatur beschrieben Ergebnissen. Die Annahme, dass das
in den Muskelgeweben gefundene Caveolin-1 nicht selbst aus den
Muskelzellen stammt, sondern von Endothelzellen oder Fibroblasten,
die das Muskelgewebe begleiten bzw. nicht isoliert werden konnten,
konnte als irrtimlich nachgewiesen werden. Mit Hilfe der NDS-
Gefrierbruch-Immunzytochemie konnte eindeutig Caveolin-1 in der
Plasmamembran der Kardiomyozyten und Skelettmuskelzellen der Rat-

te gezeigt werden.



54

Ferner konnte gezeigt werden, dass Caveolin-3, wie auch bisher in der
Literatur beschrieben, muskelspezifisch ist und in Kardiomyozyten und
Skelettmuskelzellen vorkommt. Auch mit der NDS-Gefrierbruch-Immun-

zytochemie konnte kein Caveolin-3 auf Endothelzellen gefunden wer-

den.
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