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ZUSAMMENFASSUNG

LOKALISATION VON PROTEINEN IN KERNMEMBRANEN MIT DER SDS-
GEFRIERBRUCH-IMMUNZYTOCHEMIE

Claudia Becker

Diese Arbeit verfolgte das Ziel, mit Hilfe der Sodium Dodecyl Sulfat (SDS)-
Gefrierbruch-Immunzytochemie neue Erkenntnisse uUber die Expression und
Lokalisation von Proteinen in Kernmembranen zu gewinnen. Die Untersuchungen
konzentrierten sich auf die Proteine LAP2[3, Emerin, Caveolin-1 und Adipophilin
in humanen arteriellen glatten Muskelzellen, Endothelzellen, Makrophagen und
Fibroblasten. Grundlage der SDS-Gefrierbruch-Immunzytochemie bildet die
elektronenmikroskopische Darstellung der Proteine in Platin/Kohle Replikas von
Bruchflachen der Kernmembranen mittels primarer und goldmarkierter
sekundarer Antikorper.

Insgesamt lassen sich vier Membranbruchflachen der Kernhulle unterscheiden:
die dem Zytoplasma zugewandte Bruchflache (PF) der auReren Kernmembran ist
durch ihre konkave Form zu identifizieren, wahrend die der perinuklearen
Zisterne zugewandte Bruchflache (EF) konvex geformt ist. Die dem Karyoplasma
zugewandte Bruchflache (PF) der inneren Kernmembran ist durch eine konvexe
Form gekennzeichnet, wahrend die der perinuklearen Zisterne zugewandte
Bruchflache (EF) konkav geformt ist.

LAP2B und Emerin sind ausschlieBlich auf den P-Halften der inneren
Kernmembranen lokalisiert. Caveolin-1 ist ausschlieBlich auf den E-Halften
sowohl der inneren als auch der aulieren Kernmembranen lokalisiert. Endogenes
natives Adipophilin ist in THP1 Makrophagen ausschliel3lich auf den P-Halften
der aulleren Kernmembranen vorhanden. Im Gegensatz dazu fand sich in NPC
Fibroblasten und THP1 Makrophagen, die mit Adipophilin-GFP bzw einem
Adipophilin-Deletionskonstrukt-GFP  transient  transfiziert = wurden, die
Immungoldmarkierung auf allen vier moglichen Bruchflachen der
Kernmembranen.

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass mit der SDS-Gefrierbruch-
Immunzytochemie Unterschiede in der Verteilung von Proteinen in den
Kernmembranen prazise lokalisiert werden kdnnen. Ferner kann die spezifische
Membranhalfte eindeutig identifiziert werden, in der ein Protein integriert ist. Am
Beispiel von Adipophilin konnte gezeigt werden, dass seine Kopplung an GFP zu
einer Umverteilung und einer Umorientierung in den Kernmembranen von
transfizierten Zellen fihren kann.

Insgesamt  kann  festgestellt werden, dass die SDS-Gefrierbruch-
Immunzytochemie bei der Darstellung von Membranen allen bisherigen
Methoden Uberlegen ist und zur Zeit die Methode der Wahl bei der Lokalisation
von Membran-Proteinen in situ darstellt.

Tag der mundlichen Prafung: 18.02.2008
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1. EINLEITUNG

1.1 STRUKTUR UND FUNKTION VON ZELLEN

1.1.1 Der prokaryotische und eukaryotische Zelltyp

Zellen sind kleine, membranbegrenzte Kompartimente, die entweder als
Einzeller oder im Verband eines multizellularen Organismus lebensfahig sind.
Entsprechend ihrer Struktur kann man prokaryotische und eukaryotische Zellen
unterscheiden. Prokaryonten (Bakterien und enge Verwandte) sind die
einfachsten  einzelligen Lebewesen, die aus einem  strukturlosen
zytoplasmatischen Kompartiment bestehen, welches von einer Plasmamembran
eingeschlossen ist. Im Zytoplasma befinden sich DNA, RNA, Proteine und kleine
Molekile. Trotz ihrer relativ simplen Struktur kénnen verschiedene
Bakterienarten vielfaltige Funktionen, wie zum Beispiel alle drei Hauptformen der
Energiegewinnung (Glykolyse, Atmung und Photosynthese) ausfuhren.

Alle hdher entwickelten Lebewesen bestehen aus eukaryotischen Zellen, welche
auch den Untersuchungsgegenstand der hier vorliegenden Arbeit darstellen. Die
weiteren Ausfuhrungen beschranken sich deshalb auf diesen Zelltyp.
Eukaryotische Zellen haben per definitonem und im Gegensatz zu

prokaryotischen Zellen einen Zellkern.

1.1.2 Methoden zur Analyse der Zellstruktur

Die Zelle ist die kleinste lebensfahige Einheit eines Organismus. Ihre strukturelle
und funktionelle Integritat ist die Voraussetzung fur gesundes Leben. Eine
gestorte Zellfunktion fuhrt zu einem pathologischen Zustand, zu einer Krankheit.
Die Erforschung der Struktur und Funktion von Zellen und Geweben ist eine
standige Herausforderung in der Zellbiologie. Fiur einen auf diesem Gebiet
tatigen Mediziner besteht dabei das Interesse insbesondere in der Aufklarung
normaler und pathologischer Zusammenhange in humanen Systemen. Die hier
gewonnenen Erkenntnisse kdnnen wertvolle Beitrage fur Pravention, Diagnose

und Therapie von Erkrankungen leisten.



Eine lebende Zelle kann durch eine Vielzahl von Funktionen charakterisiert
werden, die an definierten Zellstrukturen bzw. in Zellkompartimenten ablaufen.
Zellstruktur und —funktion bilden eine dialektische Einheit. So kdénnen zum
Beispiel strukturelle Veranderungen Ausdruck einer zuvor abgelaufenen
biochemischen Reaktion sein, oder eine Strukturmodifizierung kann eine
veranderte Funktion zur Folge haben. Zur Analyse dieser beiden Aspekte
stehen verschiedene Methoden zur Verfugung.

Die klassischen Methoden der morphologischen Charakterisierung von Zellen ist
die konventionelle Lichtmikroskopie. Diese Technik ist jedoch auf eine
zweidimensionale Analyse begrenzt und lasst kaum Aussagen funktioneller
Natur zu. Diese werden heutzutage hauptsachlich mit biochemischen oder
molekularbiologischen Methoden erbracht. Solche Analysen erfordern meist eine
vollstdndige Homogenisierung des Materials, wobei die Verbindung von
Funktion und Struktur weitgehend verloren geht und Aussagen zur
Funktion innerhalb zellularer Kompartimente oder an bestimmten Strukturen nur
sehr eingeschrankt moglich sind.

In den letzten Jahren findet daher eine neue elektronenmikroskopische Technik
verstarkte Verbreitung in der Zellbiologie. Es handelt sich um das Verfahren der
Sodium Dodecyl Sulfat(SDS)-Gefrierbruch-Immunzytochemie, welches neben
einer verbesserten raumlichen Darstellung der Struktur von Zellen auch eine
Analyse der Lokalisation von Proteinen in subzellularen Kompartimenten der
Zellen gestattet. Diese Methode ermdglicht die Bearbeitung von zellbiologischen
Fragestellungen, die mit den bisherigen Methoden nicht oder nur unbefriedigend
geldst werden konnten. Zum Beispiel kann mittels spezifischer Antikorper die
dreidimensionale zellulare Verteilung eines Proteins als solches oder in seiner
Beziehung zu anderen Proteinen (Kolokalisation) hochauflésend dargestellt

werden.

1.1.3 Zellorganellen und Membranen

Prominente Strukturen einer Zelle sind die Organellen, das Zytosol und die
Zellmembranen. Als Protoplasma bezeichnet man die gesamte strukturierte
Substanz einer Zelle, die von der Plasmamembran umgeben wird. Bei

eukaryotischen Zellen wird das Protoplasma unterteilt in Zytoplasma und



Karyoplasma. Das im Lichtmikroskop homogen erscheinende Grundplasma wird
als Zytosol bezeichnet. Im Zytosol eingebettet finden sich die Organellen (zum
Beispiel Zellkern, Mitochondrien, Golgi-Apparat, Zentriolen, Endoplasmatisches
Retikulum etc.), von denen der Zellkern am auffalligsten ist. Besonders grosse
und hochaktive Zellen kdonnen zwei oder mehrere Kerne besitzen. Die ubrigen
Zellorganellen sind, je nach Art und Zellfunktion, in wechselnder Menge
ausgebildet. Da der Zellkern und insbesondere seine Membranen im Mittelpunkt

dieser Arbeit stehen, sollen sie detailliert beschrieben werden.

1.1.4 Struktur und Funktion von Membranen

Lebende Organismen sind geordnete Systeme. Die Struktur oder Ordnung
beginnt auf der Ebene der Atome und Molekiile, setzt sich auf der Ebene der
Zellorganellen und Zellen fort und ist am komplexesten im Zusammenspiel der
Organe in einem Organismus. In der Struktur zeigt sich immer auch die
Information fur die Funktion. Bindungen und Krafte zwischen einzelnen Teilchen
bestimmen die raumliche Anordnung von Molekilen und sind dadurch die
Grundlage fur die mikroskopische und die makroskopische Struktur. So fuhrt die
relativ schwache hydrophobe Wechselwirkung nach Lésung von amphiphilen
Lipiden (zum Beispiel Phospholipiden) in wassriger Umgebung zur spontanen
Ausbildung von Lipid-Bilayerstrukturen. Dieser hydrophobe Effekt (Tanford,
1978) ist die einzige organisierende Kraft, die zur spontanen Abgrenzung der
hydrophoben Molekulteile der Membranlipide vom Wasser fuhrt. Der Effekt ist
die Grundlage fur Bildung und Zusammenhalt der Biomembranen in Zellen und
Zellorganellen. Da hierbei keine starken anziehenden Krafte wirken, bleiben
Biomembranen flissig und deformierbar.

Biologische Membranen oder Biomembranen sind die jede Zelle umhullende
Plasmamembran und das zellkompartimentierende Membransytem der
Zellorganellen. Alle Biomembranen bestehen aus einer nur ca. 5-6 nm dicken
Lipid-Doppelschicht sowie ein- und angelagerten Membranproteinen (Abb. 1).
Die Biomembran stellt eine mehr oder weniger undurchlassige Barriere fur die
meisten wasserloslichen Molekule dar. Seit den Versuchen von Gorter und
Grendel (1925) mit isolierten Erythrozytenlipiden ist bekannt, dass

Zellmembranen aus Lipid-Doppelschichten bestehen. Danielli und Davson



(1935) entwickelten ein Membranmodell, wonach auf beiden Seiten einer Lipid-
Doppelschicht globulére Proteine angeordnet sind. Sie erweiterten spater das

Modell um ,entfaltete Proteine“, die den Kontakt zu den Lipiden herstellen

sollten.
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Abbildung 1: Schematische Darstellung einer biologischen Membran. Die
Grundstruktur aller Zellmembranen besteht aus 2zwei Schichten von
Phospholipid-Molekulen. Die Kohlenwasserstoffketten der darin gebundenen
Fettsauren befinden sich im hydrophoben Innenbereich der Doppelschicht,
wahrend die hydrophilen Kopfe der Phospholipide beide Oberflachen sdumen.
Integrale Proteine sind mit einer Domane oder Uber mehrere Abschnitte in die
Lipiddoppelschicht eingebettet. Periphere Proteine werden uber spezifische
Wechselwirkungen an Membranproteine gebunden. Oligosaccharide sind als
Bestandteile von Glykoproteinen anzutreffen oder bilden Glykolipide
(Hakomori, 1986).

Nachdem man mittels Ultradlnnschnitt-Elektronenmikroskopie = nach
Kaliumpermanganat- oder Osmiumtetroxid-Fixierung in Querschnitten die
Zellmembran als Doppellinie auflésen konnte, wurde klar, dass alle
Biomembranen die gleiche Grundstruktur aufweisen. Zwei 2 nm dicke
elektronendichte Linien flankieren eine Linie von 3 nm Dicke. Diese einheitliche
Struktur wurde als ,unit membrane“ bezeichnet (Robertson, 1967). Heutige

Modelle der Biomembran basieren auf dem Fluid-Mosaik-Modell von Singer und



Nicholson (1972). Es erklart die Biomembran als Matrix aus einer Lipid-
Doppelschicht im flussig-kristallinen, fluiden Phasenzustand, in die lateral frei
bewegliche Membranproteinkomplexe ein- oder angelagert sind.

Zu Anfang der 1970er Jahre konnte gezeigt werden, dass die beiden
Membranhalften asymmetrisch zusammengesetzt sind (Bretscher, 1973).
Wahrend Cholesterol frei zwischen den beiden Halften einer Lipid-Doppelschicht
wechseln kann und daher in beiden Seiten zu finden ist (Bretscher und Munro,
1993), sind die Lipide Phosphatidylcholin und Sphingomyelin hauptsachlich in
der extrazellularen Halfte der Membranen lokalisiert. Hingegen sind Lipide wie
Phosphatidylserin  und  Phosphatidylethanolamin  vorwiegend auf der
zytosolischen Seite orientiert. Die asymmetrische Verteilung der Phospholipide
wird bereits an ihrem Syntheseort, dem Endoplasmetischen Retikulum, erzeugt.
Hier werden, durch das Protein Aminophospholipid-Translokase, ATP-abhangig
spezifisch Phosphatidylserin und Phosphatidylethanolamin auf die zytosolische
Membranseite transportiert (Devaux und Zachowski, 1994).

Der Phasenzustand der Lipide in Biomembranen ist im Wesentlichen fluid
(,liquid-disordered®), das heif}t, die Lipidmoleklle haben ungeordnete Acylketten
und sind sehr mobil (Singer und Nicholson, 1972). Ipsen et al. (1987) flhrten die
Nomenklatur  ,solid/liquid® fur die zweidimensionale Ordnung der
Gesamtmoleklle und ,ordered/disordered® flr die Konformationsordnung der
Acylketten ein. Erste Evidenzen flir die Existenz eines ,liquid-ordered® Gel-
Phasenzustands mit eingeschrankter Beweglichkeit der Acylketten, jedoch mit
hoher lateraler Mobilitat der Lipidmolekule, fanden Needham et al. (1988).

Seit einiger Zeit wird angenommen, dass in lebenden Zellen neben den
dominierenden  fluiden = Membranbereichen  (,liquid-disordered)  auch
Membrandomanen im ,liquid-ordered® Gel-Phasenzustand existieren. Diese
Membran-Mikrodomanen enthalten, zusatzlich zu den Phopholipiden,
Cholesterol und Glykosphingolipide. Sie werden als Lipid-Rafts bezeichnet
(Simons und lkonen, 1997; Brown und London, 1997; 1998; Simons und
Toomre, 2000).



1.1.5 Der Zellkern und seine Membranen

Der Zellkern birgt nahezu die gesamte genetische Information der Zelle und wird
zur Steuerzentrale der zytoplasmatischen Vorgange und Zellfunktionen (Akhtar
und Gasser, 2007). Die Gestalt des Zellkerns liegt nicht eindeutig fest; sie andert
sich, wenn die Zelle von der Interphase in die Teilungsphase (Mitose) Ubergeht.
Nur die zwischen zwei Teilungsphasen befindliche Zelle, die hoch-aktive
Interphase-Zelle, hat den membranumfassten Zellkern. Die in dieser Arbeit
dargestellten Versuchsergebnisse zur Lokalisation der Proteine in den
Kernmembranen beziehen sich ausschliel3lich auf Interphasekerne.

Die Zellkerne sind in Grof3e und Form variabel. Langgestreckte Zellen wie die in
dieser Arbeit verwendeten arteriellen glatten Muskelzellen haben einen in
Langsrichtung der Zelle orientierten ovalen Kern, wahrend die Makrophagen
einen mehr oder weniger runden, zentral gelegenen Kern besitzen (Abb. 2). Die
Kerne der Fibroblasten (Abb. 3) und Endothelzellen haben eine langgestreckte
bis elliptische Gestalt. In allen hier untersuchten Zelltypen sind die Kerne mehr
oder weniger gelappt oder eingebuchtet.

Bei lichtmikroskopischer und elektronenmikroskopischer Untersuchung ist der
Zellkern durch eine Kernmembran deutlich gegenuber dem Zytoplasma
abgegrenzt (Abb. 2, 3). Im Inneren des Kerns liegt das Karyoplasma, das das
Heterochromatin, Euchromatin und einen oder mehrere Nucleoli enthalt. Das
Heterochromatin besteht aus Chromosomen, die wahrend des Fixierens
miteinander verklumpt sind. Euchromatin sind optisch nicht in Erscheinung
tretende Chromosomenanteile. Hetero- und Euchromatin ergeben zusammen
das Chromatingerist des Zellkerns. Als weitere Struktur enthalt das
Karyoplasma den oder die Nucleoli (Abb. 2). Nucleoli werden von bestimmten
Chromosomen gebildet und dienen der Speicherung von RNA.

Der Kern ist von einer Kernhulle, die aus einer doppelten Membran besteht,
umhallt  (Abb. 2). Hierbei umgibt die Innenmembran als typische
Einheitsmembran den Kerninhalt. Die AulRenmembran, ebenfalls eine
Einheitsmembran, grenzt den Kern gegenuber dem Zytoplasma ab.

Zwischen den beiden Membranen ist der perinukleare Spalt oder die

perinukleare Zisterne gelegen. Die auf’ere Kernmembran geht direkt in das raue



Abbildung 2: Grundaufbau eines Interphasekerns am Beispiel eines kultivierten
humanen Makrophagen. Die Kernhille zeigt einen Aufbau aus zwei fast parallel
verlaufenden Membranen, die die perinukleare Zisterne einschliefen. Der vom
Karyoplasma ausgefillte Kerninnenraum enthalt das Chromatin. Man kann zwei
verschiedene Formen des Chromatins unterscheiden: das Heterochromatin
reprasentiert stark verdichtete Chromosomenabschnitte, wahrend das
Euchromatin die am starksten entspiralisierten Abschnitte der Chromosomen
darstellen. Im Karyoplasma befindet sich ein Nukleolus.



Abbildung 3: Interphasekerne von kultivierten humanen Hautfibroblasten.
Entlang der Kernhdlle tritt die Lamina fibrosa deutlich hervor (Pfeile). Sie liegt
zwischen der inneren Kernmembran und dem Chromatin. An den Kernporen ist
sie unterbrochen (Pfeilspitzen im markierten Ausschnitt).
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Abbildung 4: Schematische Darstellung des Zellkerns und seiner Membranen
(Hirsch-Kauffmann und Schweiger, 2000).
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Abbildung 5: Kernmembran mit Pore. Die Kernporen sind in die Kernmembranen
eingelassen. An deren Randern verschmelzen aullere und innere
Kernmembran. Die Poren werden umgrenzt von 8 Proteingranula, die einen
Kanal von ca. 40 nm GroRe freilassen (Hirsch-Kauffmann und Schweiger, 2000).



-

Abbildung 6: Darstellung eines Zellkerns eines kultivierten humanen THP1
Makrophagen nach Gefrierbruch. Die perinukleare Zisterne der Kernhille steht
in direkter Verbindung mit dem Zisternensystem des rauen Endoplasmatischen
Retikulums. Ein relativ groRer Teil der Kernoberflache wird von Kernporen
eingenommen. ER: Endoplasmatisches Retikulum; LD: Lipidtropfen.

Endoplasmatische Retikulum Uber und tragt auf der Zytoplasmaseite
Ribosomen.

Das Lumen der Kernmembran kann also in direkter Verbindung mit den
Zisternen des Endoplasmatischen Retikulums stehen. Die Aulienmembran des
Kerns ist ebenso wie das Endoplasmatische Retikulum von Ribosomen besetzt,
so dass die Kernhllle einerseits als Teil des Endoplasmatischen Retikulums
oder andererseits das Endoplasmatische Retikulum als Fortsetzung der
Kernhulle gesehen werden kann (Abb. 4, 6).
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Eine Doppelmembran bietet besondere Transportprobleme. Um dennoch einen
Austausch zwischen Kern und Zytoplasma zu ermoglichen, wobei Proteine
importiert, RNA-Molekile exportiert werden mussen, sind in den
Kernmembranen Poren eingelassen, die beide Membranen durchsetzen. Diese
Porenkomplexe werden durch acht grol’e, auf innerer und aulierer
Kernmembran oktaederartig angeordnete Proteinkomplexe gebildet. Diese
Proteine liegen einander gegenuber und verschwei3en die Doppelmembran am
Rande des Porenlumens (Abb. 5). 3000-4000 Poren pro Kern nehmen in mehr
oder weniger regelmafliger Anordnung ca. ein Funftel der Kernoberflache ein
(Hinshaw et al., 1992; Stoffler et al., 1999).

Der inneren Kernmembran lagert sich karyoplasmawarts eine fibrose nukleare
Lamina (Lamina fibrosa) auf (Abb. 3, 4), die in allen eukaryotischen Zellen zu
finden ist (Broers et al., 1997; 1999; Stuurman et al., 1998). Bei der Organisation
des Chromatins und beim Auf- und Abbau der Kernmembran wahrend der
Zellteilung kommt ihr eine wesentliche Funktion zu (Broers et al., 1999; Foisner
und Gerace, 1993; Goldberg et al., 1999; Gotzman und Foisner, 1999; Hozak et
al., 1995; McKeon, 1991; Moir et al., 1994; 1995). Diese Lamina besteht aus
einem Gitterwerk von fibrillaren Proteinen (Laminen), welche zum Typ der
Intermediarfilamente gehoren. An der Kernlamina sind die Chromosomen
angeheftet. An den Kernporen ist diese Lamina stets unterbrochen (Gant und
Wilson, 1997; Holmer und Worman, 2001; Bridger et al., 1993).
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1.2 METHODEN ZUR ANALYSE VON KERNMEMBRANEN
1.2.1 Konventionelle Gefrierbruchmethode und Nomenklatur

Die Ergebnisse der Gefrierbruch-Elektronenmikroskopie trugen wesentlich zur
Etablierung des Fluid-Mosaik-Modells bei. Nachdem Moor et al. (1961) die erste
Gefrierbruchapparatur entwickelten, konnten Moor und Muhlethaler (1963) erste
Aufsehen erregende dreidimensionale Bilder gefriergebrochener Hefezellen
zeigen.

Im ersten Schritt zur Gefrierbruchpraparation werden Zellen sehr schnell
eingefroren und so lebensnah fixiert. Die Kryofixierung ist bislang die
zuverlassigste Methode, um die zellulare Ultrastruktur ohne Aggregations- und
Schrumpfungsartefakte zur  elektronenmikroskopischen Analyse zu
konservieren. Die Kryofixierung ist schnell — die Probe ist in einigen
Millisekunden auf —100° C abgekiihlt — und vermeidet den Einfluss schadlicher
Chemikalien auf lebende Zellen (Dubochet und Sartori Blanc, 2001; Murk et al.,
2003).

Bei der Gefrierbruch-Praparation verlauft der Bruch in biologischem Material
bevorzugt in der hydrophoben inneren Region der Lipid-Doppelschicht. Dadurch
wird die Lipid-Doppelschicht in zwei Halften gespalten. Der Verlauf des
Gefrierbruchs entlang der hydrophoben Zone der Lipid-Doppelschicht der
Membran und die daraus resultierende Flachendarstellung von
Membraninnenansichten ist eine der wesentlichsten Vorteile dieser Methode.
Wahrend die konventionelle Dunnschnittechnik nur Schnittbilder liefert und in
den Dunnschnitten vorwiegend ein laminarer Schichtenaufbau der Membran
sichtbar wird, lasst sich in Gefrierbruch-Replikas bei ahnlichem
Auflosungsvermogen ein wesentlich differenzierteres Membranbild beobachten.

Die beiden durch den Gefrierbruch freigelegten Membraninnenansichten tragen
die Bezeichnung PF (protoplasmic face) fur die urspringlich zytoplasmatische
Lipidschicht der Membran und EF (exoplasmic face) fur die exoplasmatische
Lipidschicht der Membran. Die Oberflachen der Plasmamembran bezeichnet

man als ES (external surface) und PS (protoplasmic surface) (Abb. 7).
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Abbildung 7: Schematische Darstellung des Verlaufs eines Gefrierbruchs und
Nomenklatur der Membranbruchflachen. Der Gefrierbruch spaltet die
Phospholipiddoppelschicht in  zwei Membraninnenansichten, die die
Bezeichnung PF (protoplasmic face) und EF (exoplasmic face) tragen. Die
Membranoberflachen werden als ES (external surface) und PS (protoplasmic
surface) bezeichnet. (Verandert nach Severs und Shotton, 1995).

In den Gefrierbruch-Replikas der Membranen tritt vor allem eine granulare
Substruktur hervor. Hierbei handelt es sich um sogenannte intramembrandse
Partikel (IMP). Es ist heute allgemein anerkannt, dass sie die in die Lipid-
Doppelschicht 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 Bruchflachen, wahrend auf der anderen Bruchflache in spiegelbildlicher
Form Vertiefungen oder Lécher 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 dem extrazellularen Raum anliegende
Membranbruchflache und mit PF fur die dem Zytoplasma anliegende

Membranbruchflache bezeichnet werden. Wenn man diese Nomenklatur auf die
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intrazellularen Membranen anwendet, werden die Membranbruchflachen, die
dem Zytoplasma, dem Kernplasma oder der Mitochondrienmatrix anliegen, mit
PF bezeichnet. Die Membranbruchflachen, die dem Raum zwischen innerer und
aulerer Kern- und Mitochondrienmembran sowie dem Lumen der Organellen
anliegen, die mit einer Einheitsmembran ausgestattet sind, wie zum Beispiel
Endoplasmatisches Retikulum und Zisternen des Golgi-Apparates, werden mit
EF bezeichnet (Abb. 8).

Extrazelluldrer Raum

Abbildung 8: Schematische Darstellung der Membranhalften der
Plasmamembran und Membranen der Organellen. E: E-face; P: P-face; ER:
Endoplasmatisches Retikulum.
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1.2.2 Sodium Dodecyl Sulfat-Gefrierbruch-Immunzytochemie

Ein Hauptziel war es, durch Anwendung verschiedener Methoden die Bedeutung
und Funktion der auf den Membranbruchflachen sichtbaren IMP und anderen
strukturellen Spezialisierungen biochemisch zu identifizieren. Technische
Verbesserungen und Innovationen haben bei gleichzeitiger Entwicklung anderer
biophysikalischer, biochemischer und biologischer Methoden den Rahmen der
ursprunglichen Technik wesentlich erweitert (Severs und Robenek, 1983;
Severs, 1989; Severs und Shotton, 1995; Robenek et al., 2003).

Die Vorausetzung zum Verstandnis der Beziehungen zwischen Membranstruktur
und ihrer Funktion ist jedoch die direkte chemische Identifizierung der in
gefriergebrochenen Membranen sichtbaren Komponenten. Die Applikation von
Ferritin-konjugierten  Antikdrpern, = Membranrekonstitutionsmethoden  und
Gefrieratzautoradiographie reprasentierten bereits erste Schritte, um dieses Ziel
zu erreichen. Weitere Fortschritte sind durch die Einflhrung zytochemischer
Methoden erzielt worden. Aufgrund lhrer Limitationen und methodischen
Probleme haben diese Verfahren allerdings keine grof3e Verbreitung gefunden
(siehe Severs und Robenek, 2007; Robenek und Severs, 2007).

Erst die von Fujimoto (1995) entwickelte sogenannte Sodium Dodecyl Sulfat
(SDS)-Gefrierbruch- Immunzytochemie ist allen bisherigen Verfahren Uberlegen.
Die in diesem Verfahren benutzte Kombination von Gefrierbruchverfahren mit
immunzytochemischer Markierung 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 Antikorpern zu markieren (Fujimoto,
1995; 1997; Hulser et al.,, 1997; Fujimoto et al.,1997a,b; 1998; 2000; 2001;
Furuse et al., 1998; Nomura und Fujimoto, 1999, Takizawa et al., 1998; 1999;
Takizawa und Robinson, 2000; Takayama et al., 1999; Morita et al., 1999;
Peterson et al., 2000; Robenek et al., 2005a-c; 2006a,b).Ferner konnten sie mit
Hilfe dieser Methode und spezifischen Antikérpern die Verteilung von
Phospholipiden in verschiedenen Zellen und intrazellularen Membranen sowie
die exakte Topologie integraler Membranproteine darstellen (Fujimoto et al.,
1997a,b).
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1.3 ZIELE DER ARBEIT

Der Zellkern ist von einer Hulle, die aus der inneren und der &aufleren
Kernmembran besteht, umgeben. Uber das Vorkommen und die Verteilung von
Proteinen in den Kernmembranen ist bisher nur sehr wenig bekannt.

Die Projekte dieser Arbeit wurden mit dem Ziel durchgefihrt, neue vertiefte
Erkenntnisse Uber das Vorkommen und die Verteilung von Proteinen in den
Kernmembranen zu gewinnen. Die Untersuchungen konzentrierten sich auf die
Proteine LAP2R}, Emerin, Caveolin-1 und das endogen vorkommende Protein
Adipophilin und ein Adipophilin-Deletionskonstrukt, bei dem am C-Terminus des
Proteins die Aminosauren 1-181 fehlten. Als Versuchsobjekte dienten kultivierte
humane arterielle glatte Muskelzellen, Endothelzellen, Makrophagen und
Fibroblasten. Die Untersuchungen wurden mit Hilfe der Sodium Dodecyl Sulfat-
Gefrierbruch-Immunzytochemie durchgefihrt. Grundlage dieses Verfahrens
bildet die elektronenmikroskopische Darstellung dieser Proteine in Platin/Kohle
Replikas von Bruchflachen der Kernmembranen mittels primarer und
goldmarkierter sekundarer Antikorper.

Mit dieser Methode lieRe sich eine charakteristische Lokalisation und ein

spezifisches Verteilungsmuster der Proteine in den Kernmembranen ermitteln.
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2. MATERIAL UND METHODEN

Es wurden ausschlieRlich Chemikalien mit hdchstem Reinheitsgrad verwendet.
Nicht aufgefihrte Chemikalien und Materialien wurden im Wesentlichen von
folgenden Firmen bezogen: BioWhittaker, Inc., Boehringer GmbH, Carl Roth
GmbH, Fleischhakker AG, Eppendorf AG, Merck KGaA, Plano W. Plannet
GmbH, Qiagen GmbH, Serva Feinbiochemica GmbH & Co0.KG und Sigma-
Aldrich Chemie GmbH.

2.1 ZELLKULTUR

2.1.1 Isolierung und Kultur von Zellen

2.1.1.1 Glatte Muskelzellen

FUr die Experimente wurden humane arterielle glatte Muskelzellen oder
Muskelzellinien (CC-2571) von der Firma Bio Whittaker (Walkersville, MD,
USA) eingesetzt. Die Gewinnung von SMC-Primarkulturen erfolgte aus
Aortenexplantaten und wurde nach einer von Ross (1971) entwickelten
Methode durchgefuhrt. Dazu wurde unter sterilen Bedingungen an einem
Aortenstick (humane Aortenstlicke unterschiedlicher Grofde aus der Klinik und
Poliklinik fir Thorax-, Herz- und Gefalichirurgie, Universitatsklinikum Mdunster)
die Adventitia sorgfaltig abprapariert. Durch mechanisches Abkratzen wurde die
Intima entfernt. In die verbleibende Media wurde ein Rechteck geritzt und daraus
einzelne Stlcke der Media abgezogen. Wahrend dieser Zeit wurde die Aorta
mehrmals mit dem Zellkulturmedium (Dulbecco’s modified Eagle minimum
essential medium, DMEM) benetzt, um ein Austrocknen zu verhindern. Die
Mediastlcke wurden in einer Kulturschale mit foetalem Kalberserum auf eine

GroRe von ca. 1 mm? geschnitten und mit einer Pasteurpipette gleichmaRig
auf dem Boden von 25 cm?Kulturflaschen (Becton Dickinson, Heidelberg)
verteilt. Nach vorsichtiger Zugabe von Zellkulturmedium wurden die
Kulturflaschen aufrecht in einen Begasungsbrutschrank (Binder,Tuttlingen) bei

37°C in wasserdampfgesattigter Luft mit 5% CO, gestellt. Nach 4 h wurden die
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Flaschen waagerecht gelegt, so dass das Zellkulturmedium die Explantatstucke
bedeckte.

Nach 3 bis 7 Tagen migrierten die ersten Zellen aus den Explantatsticken und
begannen sich zu teilen. Ab dem 5. Kulturtag wurde das Kulturmedium alle 2
Tage gewechselt. Die Explantate wurden nach ca. 10 Tagen abgesaugt. Bei
Erreichen der Konfluenz wurden die Zellen durch Behandlung mit 0,005%
Trypsin/0,02% EDTA in Phosphatpuffer (PBS) vom Flaschenboden abgelOst.
AnschlieRend wurden die trypsinierten Zellen in einem Plastikreagenzgefal® (50
ml) bei 400 x g fir 5 min zentrifugiert, der Uberstand abgesaugt, das Zellpellet in
Kulturmedium resuspendiert und in 75 cm?Kulturflaschen ausgesét. Fir die
Versuche wurden Zellen der 3. bis 6. Passage verwendet.

Die morphologische Identifizierung der Muskelzellen erfolgte lichtmikroskopisch
aufgrund des zelltypspezifischen Erscheinungsbildes. Sie ist notwendig, um
Verunreinigungen der Zellkultur mit anderen Zellen auszuschliel3en.

Die typische morphologische Gestalt der Primarkultur und junger Muskelzellen in
subkonfluenten Kulturen ist spindelférmig. In konfluentem Zustand zeigen die
Zellen im Monolayer das typische ,Hill und Valley“-Wachstumsmuster
(Chamley-Campbell et al., 1979). Glatte Muskelzellen enthalten eine spezifische
Isoform des Aktins, o-Aktin, das durch spezifische Antikérper sichtbar
gemacht werden kann. Dieses ist eine Methode zur sicheren Identifizierung
von glatten Muskelzellen. Zur Darstellung des a-Aktins wurde ein Peroxidase-
Substrat-KIT-AEC verwendet. Die darin enthaltenen Antikorper reagieren nicht
mit dem Aktin anderer Zellen. Die SMC wurden auf Deckglaschen ausgesat und
bei Erreichen der Subkonfluenz dreimal mit PBS gewaschen, fir 30 sec mit
Aceton fixiert und erneut mit PBS gewaschen. Die Anwendung des Kits erfolgte

laut Herstellerangaben. Ausgewertet wurde mit einem Zeiss Axiovert 100.

2.1.1.2 Endothelzellen

Fur die Experimente wurden kultivierte Endothelzellen aus humaner
Nabelschnur (HUVEC) oder Endothelzellen (HBME), die uns von Dr. Kwang Sik
Kim (Childrens Hospital Los Angeles, CA, USA) zur Verfligung gestellt wurden,
verwendet. Menschliche Nabelschnur-Endothelzellen (HUVEC) wurden mir

freundlicherweise von Herrn Dr. P. Vischer (Leibniz-Institut fir
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Arterioskleroseforschung, Universitat Muinster) zur Verflgung gestellt. Die
weitere Kultivierung erfolgte wie unter 2.1.1.1 beschrieben. Fur die
Zellkulturexperimente wurden die Zellen innerhalb der ersten 3 Passagen

verwendet.

2.1.1.3 Makrophagen

In den Versuchen wurden Makrophagen aus humanem Blut oder THP-1-
Zellinien verwendet. Die  humanen Makrophagen  wurden mir
freundlicherweise von Herrn Dr. S. Lorkowski (Leibniz-Institut flr
Arterioskleroseforschung) zur Verfugung gestellt. THP1 Zellen wurden von der
Firma ATCC (Rockville, FL, USA) bezogen. Nach dem Auftauen erfolgte eine
Vermehrung der Zellen in Suspensionskultur mit RPMI 1640 (Invitrogen Inc.) als
Kulturmedium. Das RPMI 1640-Kulturmedium wurde zuvor mit 10% (v/v) fétalem
Kalberserum, 1 mM Natriumpyrovat, 20 mM L-Glutamin und 1% (v/v) nicht-
essentiellen Aminosauren versetzt. Die Ausdifferenzierung der Monozyten
erfolgte durch dreitagige Inkubation der Zellen mit 50 ng/ml PMA in
Kulturmedium. Nach der Ausdifferenzierung und der damit einhergehenden
Adhasion der Zellen an den Kulturflaschenboden wurde das PMA-haltige
Kulturmedium entfernt.

Um Lipidtropfen in den Makrophagen zu induzieren, wurde acetyliertes Low
Density Lipoprotein in einer Konzentration von 50 pg/ml dem Kulturmedium
hinzugeflgt und Uber 24 h inkubiert. AnschlieRend wurde das Kulturmedium
abgewaschen und die Zellen der weiteren Verwendung zugefuhrt.

Die Uberpriifung des morphologischen Erscheinungsbildes der Makrophagen

erfolgte lichtmikroskopisch.

2.1.1.4 Fibroblasten

Humane Fibroblasten aus Niemann-Pick Typ C (NPC) Patienten wurden mir von
Herrn Prof. Dr. G. Schmitz (Institut fur Klinische Chemie, Universitat
Regensburg) zur Verfugung gestellt. Die Kultur der Zellen erfolgte wie im

folgenden fur Hautfibroblasten beschrieben.
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Normale humane Fibroblasten wurden aus einer Hautbiopsie eines 30jahrigen
Mannes isoliert (Institut fur Physiologische Chemie und Pathobiochemie,
Universitatsklinikum Munster). Die Praparation und anschliefende Isolierung
erfolgte unter sterilen Bedingungen. Zuerst wurde die Haut mit einem Skalpell
weitgehend von anhaftenden Fettzellen und Blutgefalen befreit und dann mit
der Subcutis nach oben in eine grol3e Petrischale mit Kulturmedium tberfuhrt.
Es wurden dann kleine Quadrate in die Subcutis geritzt, welche anschlie3end
mit einer Schere herausgeschnitten wurden, ohne das etwas von der verhornten
Oberhaut mitgerissen wurde. Die Unterhautstickchen wurden wiederum in eine
Petrischale mit Kulturmedium gelegt und mit einem Skalpell weiter
kleingeschnitten. Die kleinen Gewebestucke wurden dann mit einer Pinzette auf
den Boden einer 25 cm?®-Kulturflasche gesetzt, wobei darauf geachtet werden
muldte, dass nach unten hin etwa 1 cm frei blieb, so dass das Gewebe spater
nicht mit dem Kulturmedium in Beruhrung kommen konnte. Die Flaschen
wurden, nachdem sie mit etwa 15 - 20 Gewebestuckchen bestlckt worden
waren, hochkant gestellt und mit jeweils 5 ml Kulturmedium gefullt. Es wurde
Uberpruft, ob auch kein Unterhautstick mit dem Medium in Berihrung kam und
dann im Begasungsbrutschrank (37°C, 5% CO) fur 5 h inkubiert. Danach
wurden die Flaschen hingelegt. Nach etwa 2 bis 3 Tagen wuchsen Fibroblasten
aus den Hautstiucken heraus. Nach 5 Tagen wurden die Gewebestuckchen
mittels Pinzette entfernt und verworfen. Die bis dahin am Flaschenboden
angewachsenen Fibroblasten wurden mit frischem Kulturmedium versorgt und
nach weiteren 2 Tagen trypsiniert und subkultiviert. Die Uberpriifung der

Fibroblastenkultur erfolgte lichtmikroskopisch.
2.1.1.5 Transfektion

Kultivierte NPC Fibroblasten und THP1 Makrophagen wurden mit Adipophilin-
GFP (Green Fluorescent Protein)- bzw. Adipophilin-Deletionskonstrukt-GFP-
Vektoren mit Hilfe der Nucleovector-Elektroporationsmethode transient
transfiziert. Der spezifische Adipophilin-Vektor wurde uns von Herrn Dr. H. Heid
(DKFZ Heidelberg) zur Verfugung gestellt. Das Deletionskonstrukt wurde von

Frau Dipl.-Biol. I. Buers hergestellt und auch die Transfektionen durchgefihrt.
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Die transfizierten Zellen wurden der weiteren Bearbeitung zugefuhrt. Die

Uberprifung der Zellkultur und der Transfektionsrate erfolgte lichtmikroskopisch.

2.1.2 Zellzahlung

Mittels eines elektronischen Zahlgerates (Casy 1, Scharfe System, Reutlingen)
wurden die Zellkonzentrationen bestimmt. Durch Messung des elektrischen
Widerstandes in einer Mel3kapillare berechnet das Gerat neben der Anzahl auch
das Volumen und den Durchmesser der Zellen.

Die Zellzahl einer Zellsuspension wurde jeweils bei einem Durchmesser von 6-
30 um ausgewertet. Fur die Makrophagensuspension wurde ein Bereich von
8,5-30 ym gewahlt.

Die Zellzahl wurde je dreimal bestimmt, nachdem die Zellsuspension mit einer

0,5 M NaCl-Loésung auf den Messbereich verdinnt worden war.

2.2 ELEKTRONENMIKROSKOPIE

2.2.1 Aufarbeitung fur Ultradlnnschnitte

Die Zellen wurden in der Kulturschale mit Karnovky’'s Reagenz 2 h bei
Raumtemperatur fixiert. Das Reagenz setzte sich zusammen aus 40 g
Paraformaldehyd, 200 ml 25% Glutaraldehyd, 400 ml 0,2 M Natrium-Cacodylat,
0,5 g Kalziumchlorid auf 1 | Aqua dest. (pH 7,3). AnschlieRend wurden die Zellen
30 min mit PBS gewaschen, 60 min mit 1,3% Osmium-Collidin-Tetroxid in 0,1 M
Collidinpuffer (pH 7,3) nachfixiert und wiederum mit PBS gewaschen. Die Zellen
wurden in einer aufsteigenden Alkoholreihe dehydriert. 30%, 50%, 70%, 90%
und 96%iger Alkohol wurden jeweils 15 min, 100%iger Alkohol 2 x 20 min auf
den Zellen belassen. Die entwasserten Zellen wurden anschlielend mit
Propylenoxid vom Schalenboden abgeldst und in Zentrifugenrohrchen Uberfuhrt.
Sie wurden 15 min in Propylenoxid stehengelassen und dann 10 min bei 1500 x
g zentrifugiert. Der Uberstand, also das Propylenoxid, wurde abgesaugt, und auf
die pellettierten Zellen wurde ein 1:1 Propylenoxid-Epon-Gemisch gegeben.
Darin blieben die Zellen 4 h bei Raumtemperatur stehen und wurden dann nach

erneuter Zentrifugation (10 min bei 1500 x g) und Absaugen des Uberstandes in
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BEEM-Kapseln, worin sich bereits ein Tropfen Epon 812 befand, tberflihrt. Um
spater fur das Schneidegerat gut zuganglich zu sein, multen die Zellen
moglichst als kompaktes Pellet in der Spitze der BEEM-Kapsel liegen.
Deshalb wurde in einer Heraeus-Christ-Tischzentrifuge 5-10 min bei voller
Leistung (10.000 x g) zentrifugiert. AnschlielRend wurden die Kapseln randhoch
mit Epon 812 aufgeflllt und 48 h bei 56°C polymerisiert.

Ultradinnschnitte mit einer Schnittdicke von 60 - 90 nm wurden mit einem
Diamantmesser (Diatome, Biel, Schweiz) an einem Reichert OmuU2-
Ultramikrotom (Cambridge Instruments, Nussloch) hergestellt. Die Schnitte
wurden auf Kupfernetzen (150 Maschen, 3,05 mm, Plano, Marburg)
aufgenommen, die mit 0,3% Formvar in Chloroform befilmt waren. Die Schnitte
wurden zum Teil mit 4% Uranylazetat-Dihydrat 20 min und 2,6% Bleizitrat 2 min

kontrastiert.

2.2.2 Kryoultramikrotomie

Die Kryoultramikrotomie erfolgte nach der Methode von Tokuyasu (1980). Die
kultivierten Zellen wurden entweder vor oder nach dem Abschaben vom
Schalenboden mit 5% Formaldehyd in 0,2 M PIPES-Puffer (pH 7,0) fur 2 h bei
Raumtemperatur fixiert. Danach wurden die Zellen in PIPES-Puffer gewaschen
(dreimal 10 min) und mit einer Lésung bestehend aus 1,6 M Saccharose und
25% Polyvinylpyrollidon (M, = 10.000) fGr 20 min inkubiert. Die Zellen wurden
eingefroren und bis zur Verwendung aufbewahrt.

Ultradunnschnitte wurden bei -100°C (Kryokammer) und -90°C (Messer) mit
einem Ultramikrotom FC4E der Firma Reichert-Jung angefertigt. Die Schnitte
wurden auf Kupfernetzen, die mit Formvar befiimt waren, aufgenommen. Die
immunzytochemische Markierung wurde durch Ubertragen der Kupfernetze auf
20 pul Tropfen in folgender Weise durchgefuhrt:

e Spulen mit PBS (dreimal 10 min)

e Inkubation mit den primaren Antikérpern (verdinnt in PBS/1% BSA) fur 1 h in
einer feuchten Kammer bei Raumtemperatur

e Spulen mit PBS (dreimal 10 min)
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e Inkubation mit goldmarkierten sekundaren Antikérpern (verdinnt in PBS/1%
BSA, die jeweilige Verdunnung erfolgte nach den Angaben des Herstellers oder
wurde in Vorversuchen ermittelt) fur 1 h bei Raumtemperatur

e Spulen mit Aqua dest. (finfmal 10 min)

e Kontrastierung mit Uranylazetat-Dihydrat (pH 7,4) fir 10 min

e Spulen mit Aqua dest. (dreimal 10 min)

e Stabilisierung der Schnitte mit 1% Methylzellulose in 0,5% Uranylazetat-
Dihydrat (dreimal 1 min) bei 0°C.

2.2.3 Gefrierbruch und Gefrierbruch-Immunzytochemie

2.2.3.1 Konventionelle Gefrierbruchmethode

Als Vorbereitung fir den Gefrierbruch wurden die Zellen nach dem Abschaben
vom Schalenboden mit Karnovsky’'s Reagenz bei Raumtemperatur fixiert und
nach dem Auswaschen des Fixans fur 2 h mit 30%igem Glycerin behandelt. Die
Zellen wurden auf Gold-Objekttragern montiert, in flissigem Stickstoff
tiefgefroren und in der Gefrieratzanlage BA 300 (Balzers AG, Liechtenstein)
gefriergebrochen. Die freigelegten Membranoberflachen wurden mit Platin in
einem Winkel von 38° und mit Kohlenstoff in einem Winkel von 45° bedampft.
Die Schichtdicken wurden mit einem Schwingquarz gemessen. Sie betrugen flr
Platin 2 nm und fur Kohle 20 nm. Nach dem Auftauen der Zellen wurde das
Replika mit Hilfe von Chlorbleiche von den Zellresten befreit, gereinigt und auf
unbefiimten Kupfernetzen aufgenommen. Die einzelnen Schritte der
Gefrierbruchtechnik sind kurz zusammengefal’t folgende: Fixierung =
Gefrierschutz = Gefrierbruch = Platin/Kohle-Bedampfung = Reinigung des

Replikas mit Chlorbleiche = Elektronenmikroskopie.

2.2.3.2 Sodium Dodecyl Sulfat-Gefrierbruch-Immunzytochemie

Die Sodium Dodecyl Sulfat (SDS)-Gefrierbruch-Immunzytochemie wurde nach
der von Fujimoto (1995) entwickelten Methode durchgefuhrt. Im Gegensatz
zur herkdmmlichen Gefrierbruchtechnik werden die Zellen bei der SDS-

Gefrierbruch-Immunzytochemie  nicht  fixiert. = Abweichend von  der
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Originalmethode haben wir die Zellen, bevor sie auf den Gold-Objekttragern
montiert wurden, fur 2-3 min in 30%igem Glycerin zentrifugiert. Der
Gefrierbruch und die Bedampfung mit Platin/Kohle erfolgte wie bei der
herkdbmmlichen Gefrierbruchtechnik. Fur die Reinigung des Replikas wurde
anstelle von Chlorbleiche jedoch SDS benutzt. Dafur wurden in der Regel
mindestens 24 - 48 h benotigt (Abb. 9).

Die Immunzytochemie an den mit SDS gereinigten Replikas erfolgte in
folgenden Schritten:

e Spulen in Aqua dest. (dreimal 10 min)Inkubation mit primaren Antikorpern
(verdinnt in PBS/1% BSA) fir 1 h in einer feuchten Kammer bei
Raumtemperatur

e Spulen mit Aqua dest. (dreimal 10 min)

e Inkubation mit goldmarkierten sekundaren Antikérpern (verdinnt in PBS/1%
BSA, die jeweilige Verdinnung wurde in Vorversuchen ermittelt) fur 1 h bei
Raumtemperatur

e Spulen mit Aqua dest. (dreimal 10 min)

e Aufnahme der markierten Replikas auf unbefiimte Kupfernetze

e Elektronenmikroskopie.

Die einzelnen Schritte der SDS-Gefrierbruch-Immunzytochemie sind kurz
zusammengefalit folgende: keine Fixierung = kurzer Gefrierschutz (max. 3 min)
= Gefrierbruch = Platin/Kohle-Bedampfung = Reinigung des Replikas mit SDS

= Immunzytochemie = Elektronenmikroskopie (Abb. 10)



25

1. Frozen biological sample

$8d84d §

IAAAAARE! AITITEl AEIE
T AR R

4. SDS treatment followed by immuno-

2. Freeze-fracture splits membrane
M1
My
Mgy

HWMWW&WRHW@;WW

N

3. Platinum/Carbon replication

gold labelling

Gold marker

Replica ﬁ w
“..:'I}::‘,_- / . Y
@ ﬁ . ':?;";:T"T:I'

{

Abbildung 9: Schematische Darstellung des Verlaufs des Gefrierbruchs und
Immungoldmarkierung nach SDS-Reinigung des Replikas (aus: Robenek und
Severs, 2007). 1. Die Zelle ist gefroren. 2. Der Gefrierbruch spaltet die E- und P-
Halfte der Membranen. 3. Die Platin/Kohle-Bedampfung erzeugt ein Replika der
Membranbruchflachen und macht die E- oder P-Halfte der Membranen sichtbar.
4. Mit SDS werden die nicht bedampften Zellen und Zellkomponenten aufgeldst,
aber nicht die bedampften Membranbruchflachen mit den darin enthaltenen
Lipidmolekulen und den Proteinen. Das Replika wird dann mit primaren und
goldmarkierten sekundaren Antikdrpern inkubiert und markiert.
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2.2.4 Antikorper und Immungold

Fir die immunzytochemischen Markierungen der Proteine an den
Gefrierbrichen und Kryoschnitten wurden die folgenden primaren Antikérper
eingesetzt:

- Adipophilin: Monoklonaler Maus anti-Adipophilin-Antikorper, der gegen die
Aminosauresequenz 5-27 des humanen Adipophilins gerichtet ist (AP 125;
Progen Biotechnik, Heidelberg)

- Caveolin-1: Monoklonaler Maus anti-Caveolin-1-Antikérper (CC 37120; Clone
2297, Transduction Lab., Lexington. KY, USA)

- Emerin: Polyklonaler Kaninchen anti-Emerin-Antikdrper (FL 254; sc-15378),
der gegen ein rekombinantes Protein, das der Aminosauresequenz 3-254 des
humanen Emerins entspricht, gerichtet ist (Santa Cruz Biotechnology, Inc.,
Santa Cruz, CA, USA)

- GFP: Polyklonaler Kaninchen anti-GFP-Antikorper, der gegen die gesamte
Sequenz des Molekils gerichtet ist (ab290, abcam, Cambridge, UK)

- LAP2R: Monoklonaler Maus anti-LAP2[3-Antikérper (L 611000; Clone 27,
Transduction Lab., Lexington, KY, USA).

Die Antikorper wurden jeweils in einer Konzentration von 5 ug/ml eingesetzt.

Als sekundare Antikérper wurden die an 12 nm oder 18 nm kolloidales Gold
gekoppelten Ziege anti-Maus-lgG (48057; Dianova, Hamburg) bzw. Ziege anti-
Kaninchen-IgG (47984; Dianova, Hamburg) oder der Firma Jackson

Immunoresearch (West Grove, PA, USA) eingesetzt.

2.2.5 Bilddokumentation

Die elektronenmikroskopischen Aufnahmen wurden an einem Philips EM 410

hergestellt und am Computer fur die Endversion bearbeitet.
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3. ERGEBNISSE

3.1 BRUCHFLACHEN DER KERNMEMBRANEN

Das grofdte und prominenteste Organell der Zelle ist der Zellkern. Der Zellkern
ist von einer Hulle, die aus einer doppelten Membran - der auf3eren und der
inneren Kernmembran — besteht. Die Innenmembran umhullt als typische
Einheitsmembran das Karyoplasma. Die AulRenmembran, ebenfalls eine
Einheitsmembran, grenzt den Kern gegenuber dem Zytoplasma ab. Fur die
Identifizierung der in den Membranen integrierten Proteine ist zunachst die
Darstellung und Kenntnis der durch den Gefrierbruch hervorgerufenen
moglichen Membranbruchflachen eines Kerns Voraussetzung.

Da der Zellkern eine Doppelmembran besitzt, kann der Gefrierbruch entweder
einer Membran folgen oder von einer zur anderen springen. Nach dem

Gefrierbruch ergibt sich eine der drei folgenden Ansichten des Kerns:

1. Verlauft der Bruch quer durch den Kern, ist das Ergebnis ein Querbruch, der
einem Ultradinnschnitt weitgehend ahnelt. Im Gegensatz zu diesem ist der
Nukleolus nicht sichtbar, und das Karyoplasma erscheint im Gefrierbruch
homogen.

2. Wird der Kern herausgebrochen und bleiben nur die Membranen stehen,
ergibt sich eine konkave Ansicht. Es wird die E-Halfte der inneren (iMEF) und
die P-Halfte der auReren (8MPF) Kernmembran sichtbar (Abb. 11).

3. Verlauft der Bruch oberhalb des Kerns, fuhrt er zu einer konvexen Ansicht. Es
wird die E-Halfte der duReren (AMEF) und die P-Halfte der inneren (iIMPF)
Kernmembran sichtbar (Abb. 12).

Insgesamt lassen sich also vier Membranansichten der Kernhtlle darstellen. Sie
werden in den Abbildungen 11 und 12 am Beispiel zweier Kerne aus
humanen Makrophagen demonstriert.

Auf den Membranbruchflachen der Kernmembranen lassen sich IMP erkennen.
Die glatten Areale entsprechen einer Phospholipidschicht, wahrend die IMP die
in die Lipidschicht inkorporierten Proteine darstellen. Auf den P-Halften sowohl
der inneren als auch der aufleren Kernmembran sind durchweg mehr IMP

vorhanden als auf den E-Halften der Membranen.
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Abbildung 11: Gefrierbruch-Replika eines Zellkerns aus einem kultivierten
humanen Makrophagen. Das Bild zeigt eine konkave Ansicht des Zellkerns. Die
E-Halfte der inneren und die P-Halfte der duReren Kermembran sind sichtbar.
Die zahlreichen runden Gebilde reprasentieren die Kernporen.
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Abbildung 12: Gefrierbruch eines Zellkerns aus einem kultivierten humanen
Makrophagen. Verlauft der Gefrierbruch oberhalb des Kerns (konvexe Ansicht),

so sind die E-Halfte der aufReren und die P-Halfte der inneren Kernmembran
sichtbar.
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Die Freilegung grofRer Kernmembraninnenansichten durch den Gefrierbruch, die
Herstellung eines Platin/Kohle-Replikas und die daran sich anschlieRende SDS-
Gefrierbruch-Immunzytochemie erlaubt die Untersuchung der Verteilung der

Proteine in den Kernmembranen.

3.2 LOKALISATION DER KERNMEMBRAN-PROTEINE

3.2.1 LAP2p3

Die innere Kernmembran enthalt Proteine, Uber die die Lamine und das
Chromatin mit der Kernmembran verankert sind. In Saugerzellen konnten bisher
sechs Proteine identifiziert und charakterisiert werden. Zu ihnen gehdren
verschiedene SpleiRvarianten der Lamina-assoziierten Polypeptide 1 und 2
(LAP1 und LAP2) und Emerin.

Das Gen LAP2 produziert eine Reihe von Polypeptiden mit unterschiedlichen
strukturellen und funktionellen Eigenschaften aufgrund extensiven Spleillens
des primaren Transskripts. Das humane Gen fur LAP2 ist auf dem Chromosom
12922 lokalisiert. Drei LAP2 Isoformen,a, B und v, sind charakterisiert worden
(Harris et al., 1995; Dechat et al., 2000; Furukawa et al., 1995). LAP2(3 und
LAP2y sind integrale Proteine der inneren Kernmembran, wahrend LAP2a keine
Transmembrandomane besitzt und im peripheren Karyoplasma lokalisiert ist
(Harris et al., 1995; Vicek et al., 1999). Die am besten bisher untersuchte und
auch in dieser Arbeit analysierte LAP2 Isoform, LAP2f3, ist ein 53 kDa Protein
mit einer hydrophilen N-terminalen Doméane von 409 Aminosaureresten und
einem einzigen Transmembransegment (Harris et al., 1995; Furukawa et al.,
1995).

Nach Immungoldmarkierung gefriergebrochener Endothelzellen mit Antikorpern
gegen LAP2pB befindet sich die Markierung ausschlieBlich auf den P-Halften der
inneren Kernmembran (Abb. 13). Die E-Halften der inneren und die E- und P-
Halften der aulleren Kernmembranen sind vollkommen frei von Goldpartikeln.
Auch auf den Membranbruchflachen der anderen Organellen wurde keine
Markierung beobachtet. Das Verteilungsmuster dieser Proteine ist relativ
homogen und variiert nur wenig zwischen den einzelnen Kernen der

Endothelzellen.



32

Kernmembran einer

Ifte der inneren

-Ha
ierung von

ka der P

Immungoldmark
ischen den Kernporen auf der Bruchfl

bruchrepl

1er

Gefr

Endothelzelle nach

ildung 13:

Abb

Goldpartikel sind

e

D
he verte

LAP2B

It

ac

ig zw

ichmafk

gle



33

3.2.2 Emerin

Emerin ist das zweite in dieser Arbeit untersuchte Protein der inneren
Kernmembran. Es wurde 1994 von Bione et al. entdeckt. Das Gen fur Emerin ist
auf dem Chromosom Xq28 lokalisiert und Mutationen dieses Gens sind
verantwortlich fur die X-gebundene Emery-Dreifuss Muskeldystrophie. Emerin
enthalt eine Domane von ca. 40 Aminosaureresten am N-Terminus, welche
homolog ist mit einer Domane in der Nahe des N-Terminus von LAP2[3 (Bione et
al., 1994; Nagano et al., 1996; Manilal et al., 1996; 1998). Es gibt eine Reihe von
Hinweisen darauf, dass Emerin mit Laminen interagiert (Fairley et al., 1999).

Die Emery-Dreifuss Muskeldystrophie ist charakterisiert durch frihe
Kontraktionen der Sehnen des Ellenbogens und der Achillessehne und einer
Kardiomyopathie = mit einem  atrioventrikularen  Leistungsblock, der
lebensbedrohlich ist (Emery, 2000). Zwei Vererbungsmoglichkeiten sind
beschrieben worden: X-chromosomal gebunden und autosomal dominant.
Mutationen, die die Emery-Dreifuss Muskeldystrophie verursachen, sind auf dem
Emery-Gen verteilt und fihren zu verkirzten Proteinen, die nicht in Muskelzellen
exprimiert werden (Manilal et al., 1996; 1998; Yates und Wehnert, 1999). Bonne
et al. (1999; 2000) haben gezeigt, dass Mutationen im Laminin A und C die
autosomal dominante Form der Emery-Dreifuss Muskeldystrophie verursachen.
Die Immungoldmarkierung fir Emerin befindet sich auch wie bei LAP2B

ausschlieBlich auf den P-Halften der inneren Kernmembran (Abb. 14).

3.2.3 Caveolin-1

Die Caveolin-Proteinfamilie besteht aus drei Mitgliedern, Caveoli-1-3. Caveolin-1
ist ein 21-23 kDa schweres integrales Membranprotein (Kurzchalia et al., 1992),
das Uber Cysteinreste palmitoyliert sein kann (Dietzen et al., 1995). Caveolin-1
ist das Markerprotein der sogenannten Caveolae. Caveolae sind kleine, im
elektronenmikroskopischen Bild als glatt erscheinende kolbenformige
Invaginationen auf der Plasmamembran (Robenek et al., 2003). Sie haben eine
SchlUsselrolle bei der zellularen Signaltransduktion inne.

Caveolin-2 ist mit Caveolin-1 kolokalisiert (Scherer et al., 1996), wahrend

Caveolin-3 als drittes Mitglied der Caveolin-Proteinfamilie bevorzugt in
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Muskelzellen vorkommt (Tang et al., 1996). Caveolin bildet vermutlich eine
haarnadelférmige Struktur in der Membran, wobei der C- und N-Terminus

Abbildung 14: Gefrierbruchreplika der P-Halfte der inneren Kernmembran einer
Endothelzelle nach Immunmarkierung von Emerin. Die Goldpartikel sind
gleichmaliig zwischen den Kernporen auf der Bruchflache verteilt.
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plasmatisch lokalisiert sind und der mittlere Teil in einer Schleife hydrophob in
die Membran hineinragt, sie aber nicht vollstandig durchspannt (Sargiacomo et
al.,, 1995; Parton, 1996). Caveolin wird am Endoplasmatischen Retikulum
gebildet und inseriert kotranslational in die Membran (Monier et al., 1995). Wie
der intrazellulare Weg verlauft, ist allerdings nicht ganz geklart.

Nach Immungoldmarkierung befindet sich die Markierung wie zu erwarten Uber
den zahlreichen in der Plasmamembran vorkommenden Caveolae von glatten
Muskelzellen. Die Goldpartikel sind ausschlieBlich auf der P-Halfte der
Plasmamembran vorhanden, die E-Halfte ist vollkommen frei von Goldpartikeln.
Neben dem Vorkommen in der Plasmamembran von glatten Muskelzellen kann
Caveolin-1 daruber hinaus in den Membranen verschiedener Zellorganellen, wie
zum Beispiel dem Zellkern, Endoplasmatischen Retikulum, Golgi-Apparat,
Vesikeln des Trans-Golgi-Netzwerkes und Lipidtropfen nachgewiesen werden
(Robenek et al.,, 2003; 2004). Die Immunmarkierung des Caveolin-1 hat
ergeben, dass im Gegensatz zur Plasmamembran nur die E-Halfte der
Membranen der intrazellularen Organellen markiert sind. Im Zellkern lasst sich
die Goldmarkierung auf den E-Halften sowohl der inneren als auch der aulieren
Membran darstellen (Abb. 15, 16). Die P-Halften beider Kernmembranen sind

frei von Goldpartikeln.
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Abbildung 15: Gefrierbruchreplika der Kernmembranen einer Kkultivierten
humanen glatten Muskelzelle nach Immunmarkierung von Caveolin-1. Die

Goldpartikel befinden sich ausschlieBlich auf der E-Halfte der inneren
Kernmembran.
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Abbildung 16: Gefrierbruchreplikas von Kernmembranen humaner glatter
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3.2.4 Endogenes Adipophilin in Makrophagen
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Adipophilin ist ein Fettropfen-assoziiertes Protein und wurde in vielen Zellen und
Geweben und in fast allen Lipidtropfen gefunden. Es gehort mit Perilipin und
TIP47 zur Familie der sogenannten PAT-Proteine. Uber seine Funktion ist nur
wenig bekannt. Die ubiquitare Verbreitung von Adipophilin hat zu der Annahme
gefuhrt, dass es eine Schlusselrolle bei der Lipidtropfenbiogenese spielt. Daflr
spricht die Tatsache, dass auch in Pra-Adipozyten zunachst Adipophilin
exprimiert wird, das jedoch im Verlauf der Entwicklung der Adipozyten durch
Perilipin ersetzt wird.

Jungste Untersuchungen haben gezeigt, dass Adipophilin nicht nur in
Lipidtropfen, sondern auch in der Plasmamembran und im Endoplasmatischen
Retikulum vorkommen kann (Robenek et al., 2005; 2006b). In dieser Arbeit
konnte Adipophilin dartber hinaus im Zellkern von THP1 Makrophagen
nachgewiesen werden.

Adipophilin ist in charakteristischer Weise ausschlielllich in der P-Halfte der
aulleren Kernmembran lokalisiert (Abb. 17). Die E-Halfte der &ufReren
Kernmembran und die E-Halfte/P-Halfte der inneren Kernmembran sind
vollkommen frei von Goldpartikeln. Das Verteilungsmuster dieser Proteine ist
relativ.homogen und variiert nur wenig zwischen den einzelnen Kernen der
Makrophagen. Es liel3 sich feststellen, dass die Adipophilin-Markierung mit
Ausnahme der Kernporen in allen Bereichen der P-Halften der &aulieren
Kernmembranen vorkommt. Bevorzugte oder spezielle Areale, die keine
Markierung enthielten, wurden nicht beobachtet. Die Goldpartikel sind
gleichmallig uUber die gesamte Bruchflache in unregelmafRiger Anordnung
verteilt. Die benutzten Antikérper sind aullerst spezifisch, so dass der

Background vernachlassigbar gering ist.



Abbildung 17: Lokalisation von Adipophilin in der Kernmembran eines THP1
Makrophagen nach Immungoldmarkierung am Gefrierbruchreplika. Die
Immungoldmarkierung befindet sich auf der P-Halfte der dulReren Kernmembran.

Die Goldpartikel sind gleichmalig zwischen der

Kernporen auf der
Membranbruchflache verteilt.
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3.2.5 Adipophilin-GFP nach Transfektion

3.2.5.1 Niemann-Pick Typ C Fibroblasten

Mit Niemann-Pick Typ C (NPC) bezeichnet man eine autosomal rezessive
Lipidspeicherkrankheit, die durch eine progressive Neurodegeneration
charakterisiert ist. Verursacht durch Mutationen im NPC 1 Gen kommt es zur
Speicherung von Lipiden im endosomal/lysosomalen Kompartiment von Zellen
anstelle von Lipidtropfen. NPC Zellen sind folglich gekennzeichnet durch das
Fehlen von Lipidtropfen, selbst wenn sie massiv mit Lipiden inkubiert werden.
Wir haben in dieser Arbeit das Verhalten von Adipophilin, insbesondere im
Hinblick auf seine Lokalisation in den Kernmembranen von NPC Fibroblasten
untersucht. Zu diesem Zweck haben wir NPC Fibroblasten mit Adipophilin, das
an grun fluoreszierendes Protein (GFP) gekoppelt wurde, transient transfiziert.
GFP ist ein natlrlich fluoreszierender Marker, der nachdem er an ein
spezifisches Protein gekoppelt wurde, hauptsachlich eingesetzt wird, um die
Lokalisation und Mobilitat dieses Proteins mit Hilfe des Fluoreszenzmikroskopes
in der lebenden Zelle zu verfolgen. Nachteil dieser Methode ist das geringe
Auflésungsvermdégen der Fluoreszenzmikroskopie. Dadurch lassen sich
mogliche Effekte der Kopplung des GFP auf die Eigenschaften des zu
untersuchenden Proteins, wie zum Beispiel die intrazellulare Transportroute
oder die Orientierung in der Membran, kaum feststellen.

Wir haben erstmals die SDS-Gefrierbruch-Immunzytochemie eingesetzt, um
diese Nachteile zu vermeiden. Um das Potential dieser Methode zu
demonstrieren, zeigen wir hier die Lokalisation von Adipophilin-GFP in den
Kernmembranen transfizierter NPC Fibroblasten mit Hilfe von primaren
Antikérpern sowohl getrennt gegen Adipophilin und gegen GFP als auch nach
Doppelmarkierung mit zwei unterschiedlich groRen Goldpartikeln in
Gefrierbruchreplika.

Die Abbildung 18 zeigt, dass nach Inkubation der Gefrierbruchreplikas mit GFP-
(Abb. 18A) und Adipophilin-Antikérpern (Abb. 18B) und entsprechenden
goldmarkierten sekundaren Antikorpern Adipophilin-GFP nicht nur auf der P-

Halfte der auReren Kernmmembran wie im Falle bei endogenem Adipophilin in



Abbildung 18: Gefrierbruchreplikas von Kernmembranen aus NPC Fibroblasten
nach Transfektion mit Adipophilin-GFP und Immungoldmarkierung. Adipophilin-
GFP ist in allen vier mdglichen Kernmembranbruchflachen lokalisiert. Die
Immungoldmarkierung erfolgte mit GFP- (A), Adipophilin- (B) und gleichzeitig mit
beiden Antikdrpern (C).
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Makrophagen (siehe Abb.12 und 13) lokalisiert ist, sondern auch auf den E-
Halften der auReren Kernmembran und beiden Membranhalften der inneren
Kernmembran. Diese Beobachtung wird durch die Doppelmarkierung von
Adipophilin und GFP mit unterschiedlich grol3en Goldpartikeln bestatigt (Abb.
18C).

Die Daten belegen, dass es vermutlich aufgrund der Kopplung von Adipophilin
an GFP zu einer Umverteilung des Adipophilins in den transfizierten Zellen
kommt. Im Gegensatz zu natlrlich vorkommendem endogenem Adipophilin
ausschlieBlich in der P-Halfte der &usseren Kernmembran, lasst sich in
Adipophilin-GFP transfizierten Zellen dartber hinaus eine Lokalisation in der E-
Halfte der auReren Kernmembran und in den beiden Membranbruchflachen der
inneren Kernmembran nachweisen. Die Ergebnisse aus diesen Experimenten
zeigen, dass sich die Methode der SDS-Gefrierbruch-Immunzytochemie speziell
zur Untersuchung der Topographie und Orientierung von Proteinen in

Membranen eignet.

3.2.5.2 Makrophagen

Um weitere Informationen uber die Verteilung von Adipophilin-GFP zu gewinnen,
wurde Adipophilin-GFP in THP1 Makrophagen uberexprimiert. Wir haben dazu
ein Adipophilin-Deletionskonstrukt hergestellt, bei dem am C-Terminus des
Proteins die Aminosauren 1-181 fehlten. Dieses Deletionsprotein wurde an GFP
gekoppelt und in Makrophagen transfiziert. Die Immungoldmarkierung wurde mit
Antikdrpern gegen GFP durchgefuhrt.

Dieses Deletionsprotein ist — wie endogenes Adipophilin - immer noch in der
Lage, an Lipidtropfen, dem eigentlichen Bestimmungsort, zu binden (Abb. 19A).
Ferner ist es, wie bereits beschrieben, in der Plasmamembran lokalisiert (Abb.
19B) (Robenek et al., 2005). Daraus lasst sich schlielfen, dass dieses
Adipophilin-Deletionskonstrukt, zumindest was seine Lokalisation in der
Plasmamembran und den Lipidtropfen betrifft, sich wie endogenes natives
Adipophilin verhalt.

Dartber hinaus sind alle vier modglichen Bruchflachen der Kernmembranen
markiert. In den Abbildungen 20-22 sind die Markierungsmuster des Adipophilin-

Deletionsproteins dargestellt.
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und

Abbildung 19:  Gefrierbruchreplika eines THP1 Makrophagen

Immunogoldmarkierung von Adipophilin-Deletionskonstrukt-GFP. Die

Goldpartikel sind sowohl auf Lipidtropfen (A) als auch auf der P-Halfte der
Plasmamembran (B) lokalisiert.
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Abbildung 20: Gefrierbruchreplika eines Zellkerns aus einem THP1
Makrophagen und Immungoldmarkierung von Adipophilin-Deletionskonstrukt-

GFP. Die Goldpartikel sind gleichmaRig auf der P-Halfte der inneren
Kernmembran verteilt.



Abbildung 21: Gefrierbruchreplika eines Zellkerns aus einem THP1
Makrophagen und Immungoldmarkierung von Adipophilin-Deletionskonstrukt-

GFP. Es ist sowohl die E-Halfte der aulReren als auch die P-Halfte der inneren
Kernmembran markiert.



Abbildung 22: Gefrierbruchreplika eines Zellkerns aus einem THP1
Makrophagen und Immungoldmarkierung von Adipophilin-Deletionskonstrukt-

GFP. Es ist sowohl die E-Halfte der inneren als auch die P-Halfte der dulReren
Kernmembran markiert.
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Diese Daten deuten darauf hin, dass die Kopplung des GFP an das Adipophilin-
Deletionskonstrukt zu einer abnormen Orientierung des Adipophilin-
Deletionskonstruktes in den Kernmembranen fuhrt, da das endogene Protein
unter normalen Bedingungen ausschliel3lich in der P-Halfte der auleren

Kernmembran gefunden wurde.
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4. DISKUSSION

4.1 METHODISCHE ASPEKTE

Die Morphologie von Zellen kann nur mit Hilfe der Mikroskopie untersucht
werden. Unser Wissenszuwachs uUber den Aufbau von Zellen und ihren
Komponenten ist daher engstens mit der Entwicklung und Anwendung
leistungsfahiger Mikroskope und Techniken zur Probenvorbereitung verbunden.
Die mikroskopischen Techniken erfahren heute eine rasante Entwicklung.
Sowohl licht- als auch elektronenmikroskopische Verfahren haben heute durch
ihren Vorstol} bis in den makromolekularen Bereich der Ultrastrukturforschung
unsere Kenntnisse Uber die Feinstruktur der Zellen in hervorragender Weise
verbessert. In vielen Fallen sind neue Verfahren erst vom Prinzip her
demonstriert. Die Prufung ihrer Anwendbarkeit in der biologischen
Grundlagenforschung und die problemgerichtete Nutzung nimmt erst ihren

Anfang.

4.1.1 Konventionelle Transmissionselektronenmikroskopie

Methoden der klassischen Transmissionselektronenmikroskopie (TEM) sind
heute fester Bestandteil bei der Untersuchung vieler biologischer Proben. Neben
der Standard-TEM wurden insbesondere im Bereich der Immunzytochemie in
den letzten Jahren durch die Entwicklung von Kryotechniken und
Tieftemperatur-Einbettungsmedien sowie der Entwicklung von Markersystemen
bedeutende Fortschritte erzielt (Plattner und Hentschel, 2002; Robenek, 1992).
Die Kryoelektronenmikroskopie ist eine Methode, deren Potential in der
biomedizinischen Forschung bisher allerdings nur sehr unvollkommen
ausgeschopft wurde. Insgesamt steht uns heute auf feinstrukturellem Niveau ein
breites Methodenspektrum zur Verfligung, und der derzeitige Stand der TEM-
Techniken ermoglicht unter Anwendung einzelner bzw. in Kombination mit
verschiedenen Methoden die Bearbeitung von qualitativen und quantitativen

Fragestellungen sowie Aussagen zu funktionellen Zusammenhangen.
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4.1.2 Kryoultramikrotomie

Fir viele Antigene, die nicht an Kunstharz-eingebetteten Zellen darstellbar sind,
hat sich die Kryoultramikrotomie fur die Elektronenmikroskopie besonders
bewahrt. Das Objekt muss allerdings auch flr diesen Praparationsvorgang
stabilisiert werden. Zum Unterdrucken von Eiskristallartefakten beim Einfrieren
verwendet man eine 2,3 M Saccharoselosung als Frostschutz. Eine solche
hochkonzentrierte Losung kann jedoch nur an durch chemische Fixation
stabilisierten Zellen angewandt werden. Hierzu genlgen Aldehyde in
vergleichsweise schwachen Konzentrationen, welche in den meisten Fallen die
Immunaktivitat nicht stérend beeinflussen.

Ein vollstandiger Verzicht auf chemische Fixierung ist nur mit Hilfe der
Kryofixation mdglich. Damit wird auch eine ultrastrukturelle Darstellung
hochempfindlicher antigener Bindungsstellen erreicht, die sonst schon bei

schwacher chemischer Fixierung zerstort werden.

4 1.3 Gefrierbruchmethode

Die  EinfUhrung der  Gefrierbruchmethode und ihre  erfolgreiche
Weiterentwicklung und Anwendung auf biologische Systeme hat die
Untersuchung der Membranstruktur revolutioniert und zur Entdeckung einer
Fllle vorher ungeahnter Details der Membranarchitektur gefuhrt. Ferner sind
durch die breite Anwendung dieser Methode neue Perspektiven zum
Verstandnis der Beziehungen zwischen Membranstruktur und ihrer Funktion
eroffnet worden. Der Verlauf des Gefrierbruchs entlang der hydrophoben Zone
der Lipid-Doppelschicht der Membran und die daraus resultierende
Flachendarstellung der Membraninnenansichten ist eine der wesentlichsten
Vorteile dieser Methode. Wahrend die konventionelle Dunnschittechnik nur
Schnittbilder liefert und in den Dulnnschnitten ein vorwiegend laminarer
Schichtenaufbau der Membran sichtbar wird, Iasst sich in Gefrierbruchreplikas
bei ahnlichem Auflosungsvermogen ein  wesentlich  differenzierteres
Membranbild beobachten. In den Gefrierbruchreplikas der Membranen tritt vor
allem eine granulare Substruktur hervor. Hierbei handelt es sich um die

intramembrandsen Partikel (IMP). lhre Darstellung in den Replikas ermdglicht
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auf diese Weise eine detaillierte Analyse ihrer Topographie und Dynamik unter
physiologischen, experimentellen und pathologischen Bedingungen. Die
Methodik zur Identifikation spezifischer Proteine in gefriergebrochenen
Membranen ist bisher weitestgehend auf einen morphologischen Vergleich von
Form und Grolke der IMP beschrankt geblieben. Eine direkte
immunzytochemische Markierung bestimmter IMP wurde hier bessere

Ergebnisse liefern.

4.1.4 Gefrierbruch-Immunzytochemie

Die Entwicklung von Verfahren, die eine gleichzeitige subzellulare Lokalisation
und biochemische |dentifizierung der Membranproteine erlauben, ist daher seit
langem das Hauptziel der Gefrierbruchmethode. Pinto da Silva und Kan (1984)
entwickelten mit der ,label-fracture Technik eine zytochemische Methode, bei
der die Markierung vor dem Gefrierbruch an der AulRenseite der Membranen
durchgefuhrt wird. Eine Abwandlung dieser Technik stellt die ,fracture-flip
Methode dar (Andersson-Forsman und Pinto da Silva, 1988). Hier werden vor
dem Gefrierbruch markierte Zellen gefriergebrochen und zunachst nur mit
Kohlenstoff bedampft. Die Kohlenstoff-Replikas werden dann in einem zweiten
Schritt invertiert und nochmals mit Platin bedampft. Auch nach dem Gefrierbruch
wurde versucht, die erzeugten Replikas zu markieren (Dinchuk et al., 1987;
Gruijters et al., 1987). Der Hauptnachteil aller dieser Techniken besteht jedoch
darin, dass nur Immunzytochemie an der aufieren exoplasmatischen Halfte (EF)
der Membranen mdglich ist. Die innere protoplasmatische Halfte (PF) erwies
sich mit diesen Methoden als unzuganglich. Ferner sind die bisher eingefuhrten
Methoden umstandlich, kompliziert und wenig reproduzierbar. lhre Aussagekraft
ist oft limitiert und ungenau, so dass sie daher keine weite Verbreitung gefunden
haben.

Erst durch die Verwendung des Detergens Sodium Dodecyl Sulfat (SDS)
anstelle von Chlorbleiche fur die Reinigung der Replikas von anhaftenden
Zellresten ist es moglich, auch die P-Halften von Membranen nach dem
Gefrierbruch zytochemisch zuganglich zu machen. Die Methode der SDS-
Gefrierbruch-Immunzytochemie geht von nativen, chemisch unfixierten,

wasserhaltigen Zellen aus. Daraus ergibt sich eine verbesserte
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Strukturerhaltung, wie sie fur die Kryofixierungsmethode bekannt ist (Dubochet
und Sartori Blanc, 2001; Murk et al., 2003). Demgegenuber treten in chemisch
fixierten, entwasserten und eingebetteten Zellen haufig Artefakte durch
Schrumpfung (Vernetzung) auf. Wahrend der Entwasserung und Einbettung
werden oftmals antigen-wirksame Strukturen geschadigt. Die Kryofixierung
resultiert in einer verbesserten Erhaltung der Antigene und damit einer erhdhten
Bindung der verwendeten Antikorper.

Nach der Reinigung der Replikas von Zellresten bleiben Membranlipide,
periphere  Membranproteine und  Transmembranproteinkomplexe  am
Platin/Kohlenstoff Replika ortsfest gebunden. Diese Biomolekile kdénnen mit
physiologischem Puffer schonend reaktiviert werden und sind dann der
Immunmarkierung zuganglich.

Die SDS-Gefrierbruch-Immunzytochemie basiert auf der Hypothese, dass die
gespaltenen  Membranhalften nach dem  Gefrierboruch  durch die
Platin/Kohlenstoffoedampfung auf die apolare Bruchflache physikalisch
stabilisiert (fixiert) werden und die Membrankomponenten dadurch unldslich far
Detergentien werden.

Die Signifikanz dieser Hypothese fir integrale Membranproteine wurde von
Fujimoto (1995) fur Connexine in gap juntions und Occludin in tight junctions
gezeigt. Es lassen sich auch asymmetrische Membranlipidverteilungen unter
Verwendung lipidspezifischer monoklonaler Antikdrper nachweisen (Fujimoto et
al.,, 1996). Mittlerweile ist diese Methode fir die Lokalisation verschiedener
Proteine eingesetzt worden (siehe Severs und Robenek, 2007; Robenek und
Severs, 2007). Die bisher durchgefihrten Untersuchungen zur Lokalisation
zahlreicher Proteine in Biomembranen haben einen wesentlichen Beitrag zum
Verstandnis ihrer Struktur- und Funktionsbeziehungen geliefert. Der
entscheidende Vorteil der Methode ist die spezifische Erfassung flachenhafter
Protein- oder Lipidverteilungsmuster in der Membranebene mit hoher
Ortsauflésung (20-30 nm) und die Erfassung zeitlicher Veranderungen von
Verteilungsmustern bei Wechselwirkungsprozessen. Die Markierungseffizienz
fur Membranproteine ist am Gefrierbruchreplika gegenitber chemisch fixierten
und eingebetteten Zellen stark erhoht und sie kann durch Variationen der
Bedampfungsbedingungen noch verbessert werden (Schiérmann et al., 2007).

Die Methode der SDS-Gefrierbruch-Immunzytochemie kann zusatzlich zur
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Proteinlokalisation auch Hinweise zur Orientierung von Proteinen in der
Membran geben. Ferner kann sie nicht nur zwischen Membran-Mikrodomanen
der Innen- und AufRenseite von Membranen differenzieren, sondern sie kann
auch auf Proteine des Zytoplasmas angewendet werden. Eine weiterflihrende
Anwendungsmaoglichkeit der SDS-Gefrierbruch-Immunzytochemie ist die genaue
Lokalisation von GFP-gekoppelten Proteinen in transfizierten Zellen, wie sie
erstmals hier in der vorliegenden Arbeit am Beispiel von Adipophilin
beschrieben wird. Eine noch genauere Lokalisation von Proteinepitopen ware
mit der SDS-Gefrierbruch-Immunzytochemie durch Anwendung von Nanogold-

gekoppelten Primarantikorpern zu erwarten.

4.2 LOKALISATION DER KERNMEMBRAN-PROTEINE: EIN VERGLEICH

4.2.1 LAP23 und Emerin

Es gibt eine Reihe von Arbeiten, die sich mit dem Transport integraler
Membranproteine in die innere Kernmembran beschaftigt haben (Smith und
Blobel, 1993; Wu et al, 2002). Es konnte gezeigt werden, dass die
karyoplasmatischen Domanen von LAP2(3 und Emerin Uber Signalsequenzen fur
den gerichteten Transport in die innere Kernmembran verfugen. Es wird
angenommen, dass die an den Membranen des rauen Endoplasmatischen
Retikulums synthetisierten Proteine in die Membranen des Endoplasmatischen
Retikulums inkorporiert werden. Da die Membranen des Endoplasmatischen
Retikulums kontinuierlich mit den Membranen des Kerns in Verbindung stehen,
kdnnen die Proteine dann in die innere Kernmembran diffundieren. Die Proteine
erreichen die innere Kernmembran, indem sie den Kanal des Kernporen-
Komplexes passieren (Wu et al., 2002). Wenn sie in der P-Halfte der inneren
Kernmembran angekommen sind, werden sie gebunden und in ihrer Mobilitat
blockiert. Im Gegensatz zu Caveolin-1 kdnnen sie unter normalen Bedingungen
nicht in die Membranen des Endoplasmatischen Retikulums zurlckdiffundieren.
Die Blockierung des freien Transportes von LAP2B und Emerin geschieht
wahrscheinlich entweder durch Bindung an Lamine, die sich in der Lamina

befinden, oder/und an Chromatin. In den in dieser Arbeit untersuchten Zellen
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konnte weder LAP2B noch Emerin in den Membranen des Endoplasmatischen
Retikulums nachgewiesen werden.

Die Lokalisation von LAP2B3 und Emerin in den inneren Kernmembranen konnte
in dieser Arbeit — wie erwartet — auf hervorragende Weise mit der SDS-
Gefrierbruch-Immunzytochemie bestatigt werden. Durch Verzicht auf die
Fixierung der Zellen bei der Herstellung der Replikas wurde eine intensive
Immungoldmarkierung als immunzytochemischer Nachweis von LAP2(3 und
Emerin in den inneren Kernmembranen erzielt. Die Immungoldmarkierung ist
ausschlieBlich auf den P-Halften der inneren Kernmembranen lokalisiert. In den
E-Halften der inneren und beiden Halften der dulReren Kernmembranen sowie
den Membranen aller anderen Zellorganellen, einschliel3lich  der
Plasmamembranen, konnte keine Immungoldmarkierung fur diese beiden

Proteine beobachtet werden.

4.2.2 Caveolin-1

Wahrend Arbeiten zur Lokalisation von Caveolin-1 in Plasmamembranen
verschiedener Zellen vorliegen, ist Uber die Lokalisation von Caveolin-1 in
intrazellularen Membranen nur wenig berichtet worden (Li et al., 2001). Im
Gegensatz zu LAP2B und Emerin ist Caveolin-1 ausschlieBlich auf den E-
Halften sowohl der inneren als auch der auReren Kernmembranen lokalisiert.
Zusatzlich konnten Robenek et al. (2003; 2004) in kultivierten humanen glatten
Muskelzellen, Endothelzellen, Makrophagen und Fibroblasten weitere
Kompartimente identifizieren, in denen Caveolin-1 vorkommt, wie zum Beispiel
auf der Zelloberflache in der Plasmamembran und den Caveolae und im
Zellinneren im Endoplasmatischem Retikulum, Golgi-Apparat, Trans-Golgi-
Netzwerk und den Lipidtropfen. Wahrend die Immungoldmarkierung als
zytochemischer Nachweis fur Caveolin-1 in den untersuchten Zellen
ausschlieBlich auf den P-Halften der Plasmamembranen beobachtet wurde, ist
sie bei den intrazellularen Kompartimenten, einschlieBlich der Zellkerne,
ausschlieBlich auf den E-Halften der Membranen lokalisiert. Caveolin-1 ist
sowohl auf der E-Halfte der inneren als auch der au3eren Kernmembran in etwa

gleicher Menge vorhanden.
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4.2.3 Adipophilin und Adipophilin-GFP

Das grun fluoreszierende Protein (GFP) hat die Mdglichkeiten, die Lokalisation
und den Transport von Proteinen in lebenden Zellen zu verfolgen, revolutioniert
(Chalfie et al., 1994; Prior et al., 2001). GFP ist ein Protein aus der Qualle
Aequora victoria, besteht aus 238 Aminosauren und hat ein Molekulargewicht
von 29,6 kDa. Bei Anregung mit blauem oder ultraviolettem Licht fluoresziert es
grun. GFP kann als Marker fur andere Proteine benutzt werden, indem es mit
beliebigen anderen Proteinen genspezifisch fusioniert wird. Durch die
Fluoreszenz des GFP kann so die raumliche und zeitliche Verteilung des
Proteins in lebenden Zellen, Geweben oder sogar ganzen Organismen direkt
beobachtet werden. Zur Herstellung von GFP-Fusionsproteinen wird die DNA
des zu untersuchenden Proteins mit der GFP-DNA verbunden und in einen
Vektor gebracht, der von der Zelle aufgenommen werden kann. Das
Fusionsprotein wird von der Zelle hergestellt und im gunstigsten Fall an seinen
korrekten Bestimmungsort in der Zelle transportiert. Mit dem an das zu
untersuchende Protein gekoppelte GFP steht ein natirlich fluoreszierender
molekularer Marker zur Verfligung, der ungiftig fir Zellen ist und leicht im
Fluoreszenzmikroskop sichtbar gemacht werden kann. Neue Varianten des
fluoreszierenden Proteins und Fortschritte in der bildgebenden Technologie
haben gleichermal3en den urspringlichen Anwendungsbereich zur Analyse der
Funktion von Proteinen enorm erweitert. Trotz der grolden Fortschritte, die auf
diesem Gebiet erzielt wurden, gibt es eine Reihe von bisher ungelosten
Problemen bei der Anwendung dieser Methode. Ungeklart ist die Frage, welche
mdglichen Veranderungen der Eigenschaften der Proteine durch die Kopplung
an das GFP hervorgerufen werden kénnen, die sich auf die Funktion, ihre
Transportrouten oder ihre Orientierung in den Membranen auswirken konnten.
Ein weiterer Nachteil ist die geringe Auflosung der Fluoreszenzmikroskopie, die
eine zweifelsfreie Identifizierung aller zellularer Organellen und prazise
Zuordnung des fluoreszierenden Signals in oder an ihren Membranen nicht
zulaft.

Mit der SDS-Gefrierbruch-Immunzytochemie waren wir in der Lage, die oben
genannten Nachteile weitestgehend zu Uberwinden. Diese Methode hat alle

Vorteile der Gefrierbruch-Elektronenmikroskopie durch die hochauflésende
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Darstellung der Membranbruchflachen von Organellen kombiniert mit der
Fahigkeit GFP nach Immungoldmarkierung mit hoher Prazision auf den
Membranbruchflachen zu lokalisieren. Sie ermoglicht die spezifische Erfassung
flachenhafter Adipophilin- und Adipophilin-GFP-Verteilungsmuster in der
Membranebene. Zusatzlich zur Proteinlokalisation gibt die SDS-Gefrierbruch-
Immunzytochemie auch Hinweise ihrer Orientierung in der Membran.

In dieser Arbeit stand der Vergleich der Integration von Adipophilin und
Adipophilin-GFP in Kernmembranen im Mittelpunkt. Die Gefrierbruchtechnik
erlaubt es, die Spaltflachen der inneren und &auf’eren Kernmembranen zu
unterscheiden. Die dem Zytoplasma zugewandte Spaltflache (PF) der aulieren
Kernmembran ist durch ihre konkave Form und ihren hohen Besatz an IMP zu
identifizieren, wahrend die dem perinuklearen Raum zugewandte
exoplasmatische Spaltflache der aulleren Kernmembran konvex geformt ist und
nur wenige IMP aufweist. Die dem Karyoplasma zugewandte Spaltflache (PF)
der inneren Kernmembran ist durch eine konvexe Form und ihren hohen IMP-
Besatz gekennzeichnet, wahrend die dem perinuklearen Raum zugewandte
exoplasmatische Spaltflache (EF) der inneren Kernmembran konkav geformt ist
und nur wenige IMP aufweist.

In NPC Fibroblasten und THP1 Makrophagen, die mit Adipophilin- bzw.
Adipophilin-Deletionskonstrukt-GFP  transfiziert wurden, fand sich eine
Immungoldmarkierung auf allen vier moglichen Bruchflachen der
Kernmembranen. Im Gegensatz dazu war endogenes natives Adipophilin in
Makrophagen ausschliellich auf der P-Halfte der aulieren Kernmembran
vorhanden.

Diese Umverteilung und Fehlorientierung von Adipophilin ist vermutlich auf seine
Kopplung an GFP zurtickzufihren.

Die Darstellung der unterschiedlichen Verteilung von Adipophilin- und
Adipophilin-Deletionskonstrukt-GFP ~ demonstriert, dass mit der SDS-
Gefrierbruch-Immunzytochemie mit GFP gekoppelte Proteine bei hoher
Auflésung in einer Reihe von Zellen, Organellen und Membransystemen prazise
lokalisiert werden koénnen. Mit dieser Methode kann die spezifische
Membranhalfte eindeutig identifiziert werden, in der ein Protein integriert ist und
ob diese Lokalisation und Orientierung in der Membran durch die Kopplung an
GFP verandert ist.
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Insgesamt kann festgestellt werden, dass bei der Darstellung von Membranen
die SDS-Gefrierbruch-Immunzytochemie allen bisherigen Methoden uberlegen
ist und zur Zeit die Methode der Wahl bei der Identifizierung der Lokalisation und

Dynamik von Membran-Proteinen in situ darstellt.



57

5. ZUSAMMENFASSUNG DER ERGEBNISSE

Der Zellkern ist von einer Hulle, die aus der inneren und aul3eren Kernmembran
besteht, umgeben. Diese Arbeit verfolgte das Ziel, mit Hilfe der Sodium Dodecyl
Sulfat (SDS)-Gefrierbruch-Immunzytochemie neue Erkenntnisse Uber die
Expression und Lokalisation von Proteinen in den Kernmembranen zu
gewinnen. Die Untersuchungen konzentrierten sich auf die Proteine LAP2(,
Emerin, Caveolin-1 und Adipophilin in arteriellen glatten Muskelzellen,
Endothelzellen, Makrophagen und Fibroblasten. Grundlage der SDS-
Gefrierbruch-Immunzytochemie bildet die elektronenmikroskopische Darstellung
der Proteine in Platin/Kohle Replikas von Bruchflachen der Kernmembranen
mittels primarer und goldmarkierter sekundarer Antikorper.

Insgesamt lassen sich vier Membranbruchflachen der Kernhille unterscheiden:
die dem Zytoplasma zugewandte Bruchflache (PF) der auReren Kernmembran
ist durch ihre konkave Form zu identifizieren, wahrend die der perinuklearen
Zisterne zugewandte Bruchflache (EF) konvex geformt ist. Die dem
Karyoplasma zugewandte Bruchflache (PF) der inneren Kernmembran ist durch
eine konvexe Form gekennzeichnet, wahrend die der perinuklearen Zisterne
zugewandte Bruchflache (EF) konkav geformt ist.

LAP2B und Emerin sind ausschlieBlich auf den P-Halften der inneren
Kernmembranen lokalisiert. Caveolin-1 ist ausschliel3lich auf den E-Halften
sowohl der inneren als auch der &ulleren Kernmembranen lokalisiert.
Endogenes natives Adipophilin ist in THP1 Makrophagen ausschlie3lich auf den
P-Halften der aulReren Kernmembranen vorhanden. Im Gegensatz dazu fand
sich in NPC Fibroblasten und THP1 Makrophagen, die mit Adipophilin-GFP bzw
einem Adipophilin-Deletionskonstrukt-GFP transient transfiziert wurden, die
Immungoldmarkierung auf allen vier moglichen Bruchflachen der
Kernmembranen.

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass mit der SDS-Gefrierbruch-
Immunzytochemie Unterschiede in der Verteilung von Proteinen in den
Kernmembranen prazise lokalisiert werden konnen. Ferner kann die spezifische
Membranhalfte eindeutig identifiziert werden, in der ein Protein integriert ist. Am

Beispiel von Adipophilin konnte gezeigt werden, dass seine Kopplung an GFP



58

zu einer Umverteilung und einer Umorientierung in den Kernmembranen von
transfizierten Zellen fuhren kann.

Insgesamt kann festgestellt werden, dass die SDS-Gefrierbruch-
Immunzytochemie bei der Darstellung von Membranen allen bisherigen
Methoden UuUberlegen ist und zur Zeit die Methode der Wahl bei der
Identifizierung der Lokalisation und Dynamik von Membran-Proteinen in situ
darstellt.
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