Strukturanalyse der stark gekrimmten

Caveolenmembran

Dissertation
zur Erlangung des akademischen Grades

doctor rerum naturalium (Dr. rer. nat.)

vorgelegt dem Rat der Biologisch-Pharmazeutisclakulat

der Friedrich-Schiller Universitat Jena

von
Diplom-Biologin Wiebke Schlérmann
geboren am 29.01.1977 in Leer



Gutachter: PD Dr. Martin Westermann
Prof. Dr. Hans-Jirgen Agricola
Prof. Dr. Erhard Morschel

Termin der offentlichen Verteidigung (Disputatio@5.02.2008



Was wir wissesv i€ einv Tropfen,
was wir nicht wissew einv O zean.

Isaac Newton



Inhaltsver zeichnis

Inhaltsverzeichnis

Abbildungsverzeichnis IV-VII
Tabellenverzeichnis VI
Verwendete Abklrzungen IX-XI
1. Einleitung

1.1 Die Plasmamembran
1.2 Lipid Rafts
1.3 Struktur und Bedeutung der Caveolen
1.3.1 Morphologische Definition der Caveolen
1.3.2 Zusammensetzung der Caveolen
1.3.3 Funktion der Caveolen
1.3.3.1 Transportfunktion der Caveolen
1.3.3.2 Caveolen und Cholesterol-Homeostase
1.3.3.3 Die Rolle der Caveolen in der Signaltransduktion
1.4 Die Gefrierbruch-Immunogoldmarkierung
1.5 Die Gefrierbruch-Immunogoldmarkierung an Caveolen
1.6 Ziel der Arbeit

2. Material und Methoden

2.1 Zellkultur

2.2 Die Gefrierbruch-Immunogoldmarkierung
2.2.1 Die Gefrierbruchtechnik und Herstellung

der Gefrierbruch-Replika

2.2.2 Die Immunogoldmarkierung

2.3 Verbesserung der Gefrierbruch-lImmunogold-Markierungstechnik
und Optimierung der Markierungseffizienz
2.3.1 Variation der Bedampfungsparameter
2.3.2 Variation der Emissions-Parameter

2.3.3 Gefrierbruch-Immunogoldmarkierung von Aquaporin 1 (AQP1)

2
3
3
4
7
7
8
10
12
15
15
17
17
18
19
20
21
21
22



Inhaltsverzeichnis Il

2.4

2.5

2.3.4 *“Cerium-Phosphat-lmmunmarkierung” 23

2.3.5 \Variation der Goldkorngrof3e — Einfluss der 25
Goldkorngrofe auf die Markierungseffizienz

2.3.6 Rasterelektronenmikroskopische Untersuchungen 26
der Caveolen-Membran

Darstellung der an Gefrierbruch- stabilisierten Membranhélften 27

gebundenen Komponenten

2.4.1 Einbettung und Ultradiinnschnitt von Gefrierbruch- 28
stabilisierten Membranhalften

2.4.2 Schichtdickenbestimmung der Membranhalften immunmarkierter 29
Replika mit Hilfe der beidseitigen C-Bedampfung

2.4.3 Schichtdickenbestimmung der Membranhalften 30
unterschiedlich bedampfter Replika mit Hilfe der

beidseitigen C-Bedampfung

Charakterisierung und Strukturanalyse der Caveolen-Membran 32

2.5.1 Untersuchungen an “Caveolen-Proteinen” 32

2.5.2 Isolation caveolinreicher Membrandoménen 38

2.5.3 Immunprazipitation von Caveolen 38

2.5.4 Rekonstitution von isolierten 400 kDa Caveolin-Komplexen 39
in Liposomen

3. Ergebnisse

3.1

3.2

Verbesserung der Gefrierbruch- Immunogold- 42
Markierungstechnik und Optimierung der Markierungseffizienz

3.1.1 \Variation der Bedampfungsparameter 42
3.1.2 Variation der Emissionsparameter 45
3.1.3 Gefrierbruch-Immunogoldmarkierung von AQP1 46
3.1.4 “Cerium-Phosphat-Immunmarkierung” 48
3.1.5 Variation der Goldkorngro3e 50
3.1.6 Rasterelektronenmikroskopische Untersuchungen 55

der Caveolen-Membran
Darstellung der an Gefrierbruch- stabilisierten Membranhélften 57

gebundenen Komponenten



Inhaltsver zeichnis

3.2.1 Einbettung und Ultradtinnschnitt von Gefrierbruch-

stabilisierten Membranhalften

57

3.2.2 Schichtdickenbestimmung der Membranhalften immunmarkierter 58

Replika mit Hilfe der beidseitigen C-Bedampfung

3.2.3 Schichtdickenbestimmung der Membranhélften
unterschiedlich bedampfter Replika mit Hilfe der
beidseitigen C-Bedampfung

3.3 Charakterisierung und Strukturanalyse der Caveolen-Membran

3.3.1 Untersuchungen an “Caveolen-Proteinen”

3.3.2 Isolation caveolinreicher Membrandoméanen

3.3.3 Immunpréazipitation von Caveolen

3.3.4 Rekonstitution von isolierten 400 kDa Caveolin-Komplexen

in Liposomen
4. Diskussion
4.1 Optimierung der Gefrierbruch-Immunogoldmarkierung
4.2 Biochemische Charakterisierung der Caveolen-Membran
4.3 Strukturanalyse der Caveolen-Membran
5. Zusammenfassung
6. Literaturverzeichnis
7. Anhang
7.1 Chemikalienliste
7.2 Gerételiste
8. Lebenslauf
9. Verzeichnis der eigenen Publikationen

10. Danksagung

11. Ehrenwdrtliche Erklarung

60

61
61
65
67
68

71

71

77

81

89

91

107

107

110

112

114

115

117



Abbildungsverzeichnis v

Abbildungsver zeichnis

Abb. 1.1 Caveolen im Ultradiinnschnitt einer Endothelzelle des 4
Herzens

Abb. 1.2: Darstellung der gestreiften Hulle der Caveolen einer 4
Fibroblastenzelle in der Gefrier-Atzung

Abb. 1.3 Organisation von Lipid Rafts und Caveolen 4

Abb. 1.4 Topologie von Caveolin in der inneren Zellmembran 5

Abb. 1.5: Prinzip der Gefrierbruchmethode 12

Abb. 1.6: Schematische Darstellung der “SDS-digested freeze- 14
fracture replica-labeling”-Methode

Abb. 1.7 Schematische Darstellung eines Querschnitts durch ein 14
Immunogold-markiertes Replika

Abb. 1.8: Modell einer replizierten Caveole nach Gefrierbruch- 15
Immunogoldmarkierung

Abb. 3.1.a-c Gefrierbruch Immunogold-Markierung von Caveolin-1 in 43
chemisch unfixierten 3T3-Mausfibroblasten; a) 2,5 nm
Pt/C-Bedampfung; b) 1,5 nm Pt/C-Bedampfung; c) C/Pt-
Bedampfung

Abb. 3.2: Markierungsraten fur 2,5 nm Pt/C; 1,5 nm Pt/C und C/Pt 44
im Vergleich

Abb. 3.3: Markierungsraten fiir 89 mA (12 sec.), 65 mA (24 sec.) 45
und 59 mA, 35 Sekunden im Vergleich

Abb. 3.4.a-b: AQP1-Markierung, C/Pt; a) Protoplasmatische Spaltflache; 46
b) Plasma (PL)

Abb. 3.5: Markierungsrate fur AQP1 fur die unterschiedlichen 47
Spaltflachen (BG=Eis, EF, PL, PF) bei C/Pt-Bedampfung

Abb. 3.6 Markierungsrate fur AQP1 (PF) fur die unterschiedlichen 47

Bedampfungsvarianten (2,5 nm Pt/C; 1,5 nm Pt/C, C/Pt)



Abbildungsver zeichnis

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

3.7.a-b:

3.8.a-b:

3.9:

3.10:

3.11.a-c:

3.12.a-b:

3.13.a-b:

3.14.a-b:

3.15:

3.16:

3.17.a-d:

Gefrierbruch-Immunmarkierung von Caveolin-1 in
chemisch unfixierten 3T3-Mausfibroblasten mit Cerium-
Phosphat, protoplasmatische Spaltflache; a) Pt/C-
Bedampfung; b) C/Pt-Bedampfung
Gefrierbruch-Immunmarkierung von Caveolin-1 in
chemisch unfixierten 3T3-Mausfibroblasten mit Cerium-
Phosphat, exoplasmatische Spaltflache; a) Pt/C-
Bedampfung; b) C/Pt-Bedampfung
Elektronenmikroskopische Aufnahme negativ kontrastierter
2. Antikorper konjugiert mit 10 nm gro3en Goldpartikeln
Markierungsraten fur 10 nm, 5 nm und 2 nm Antikdrper-
Gold-Komplexe

Immunogoldmarkierung chemisch unfixierter 3T3-Maus-
Fibroblasten mit a) 10 nm Antikérper-Gold-Komplexen; b)
5 nm Antikorper-Gold-Komplexen; c) 2 nm Antikorper-
Gold-Komplexen

a) Kippserie einer mit 2 nm Antikérper-Gold-Komplexen
markierten Caveole; b) 3D-Rekonstruktion einer mit 2 nm
Antikorper-Gold-Komplexen markierten Caveole

a) Kippserie einer mit 5 nm Antikérper-Gold-Komplexen
markierten Caveole; b) 3D-Rekonstruktion einer mit 5 nm
Antikorper-Gold-Komplexen markierten Caveole

a) Kippserie einer mit 10 nm Antikorper-Gold-Komplexen
markierten Caveole; b) 3D-Rekonstruktion einer mit 10 nm
Antikorper-Gold-Komplexen markierten Caveole
Rasterelektronenmikroskopische Aufnahme eines mittels
Gefrierbruchtechnik und Cav-1-Immunogoldmarkierung
hergestellten Replikas

Rasterelektronenmikroskopische Aufnahme der
Plasmamembran einer NIH-3T3-Mausfibroblastenzelle
Dunnschnitte von Gefrierbruch-Replika chemisch
unfixierter 3T3-Mausfibroblasten mit Caveolin-1
Immunmarkierung, a) Replika mit C-Bedampfung, b)

Replika mit Pt/C- Bedampfung, c) Replika mit C-

49

49

50

51

52

53

54

54

55

56

57



Abbildungsver zeichnis

\i

Abb. 3.18:

Abb. 3.19.a-c:

Abb. 3.20.a-c:

Abb. 3.21:

Abb. 3.22.a-b:

Abb.3.23.a-b:

Abb. 3.24.a-b:

Abb. 3.25.a-b:

Bedampfung, d) abgeltste Proteinschicht mit Caveolin-1
Immunmarkierung

Tangentialer Dunnschnitt durch ein Gefrierbruch-Replika
chemisch unfixierter 3T3-Mausfibroblasten mit Caveolin-1
Immunmarkierung

Vergleich der Schichtdicken von Gefrierbruch-stabilisierten
Membranhélften chemisch unfixierter 3T3-
Mausfibroblasten nach beidseitiger C-Bedampfung (C/Pt-
C) mit unterschiedlichen Markierungssituationen; a)
Membranhélfte ohne Cav-1 Immunmarkierung; b)
Membranhélfte mit 1. Antikérperschicht; c) Membranhalfte
mit 2 Antikdrperschichten

Vergleich der Schichtdicken von Gefrierbruch-
stabilisierten Membranhélften chemisch unfixierter 3T3-
Mausfibroblasten nach beidseitiger C-Bedampfung (C/Pt-
C) mit unterschiedlichen Bedampfungssituationen; a)
Membranhélfte mit 2 nm Pt/C; b) Membranhélfte mit 1,5
nm Pt/C; ¢c) Membranhalfte mit C/Pt-Bedampfung
SDS-PAGE caveolarer Proteine

a) Cav-1 Gefrierbruch-Immunogoldmarkierung; Pt/C-
Bedampfung; b) Cav-1 Gefrierbruch-Immunogold-
markierung; C/Pt-Bedampfung

a) Flot-2 Gefrierbruch-Immunogoldmarkierung; Pt/C-
Bedampfung; b) Flot-2 Gefrierbruch-Immunogold-
markierung; C/Pt-Bedampfung

a) eNOS Gefrierbruch-Immunogoldmarkierung; Pt/C-
Bedampfung; b) eNOS Gefrierbruch-Immunogold-
markierung; C/Pt-Bedampfung

a) Actin Gefrierbruch-Immunogoldmarkierung; Pt/C-
Bedampfung; b) Actin Gefrierbruch-Immunogold-

markierung; Pt/C-Bedampfung mit diinner Platinschicht

58

59

60

61
62

62

62

63



Abbildungsverzeichnis Vil

Abb. 3.26.a-b: a) Cav-1 (20 nm) plus PTRF (10 nm) Gefrierbruch- 63
Immunogoldmarkierung; Pt/C-Bedampfung; b) Cav-1 (20
nm) plus PTRF (10 nm) Gefrierbruch-
Immunogoldmarkierung; C/Pt-Bedampfung

Abb. 3.27: Isolation caveolinreicher Membranvesikel aus 65
Rattenlunge, Western-Blot

Abb. 3.28.a-d:  Gefrierbruch-Immunogoldmarkierung isolierter 66
Membranvesikel

Abb. 3.29.a-e. Immunprazipitierte Vesikel im Negativkontrast mit Cav- 67
1-Markierung

Abb. 3.30: Isolation von Caveolin-1 Komplexen aus Rinderlunge, 69
Fraktionen aus dem Dichtegradienten; Western-Blot

Abb. 3.31l.a-d: a- ¢) Detailaufnahmen der isolierten Caveolin-1 69
Komplexen mit Cav-1 Immunmarkierung im
Negativkontrast, d) Ubersicht

Abb. 3.32.a-c:  Detailaufnahmen von Gefrierbriichen der rekonstituierten 70
Caveolin-1 Proteoliposomen mit Cav-1 Immunogold-
markierung

Abb. 3.33: Ubersicht eines Gefrierbruches der rekonstituierten Cav-1 70

Proteoliposomen mit Cav-1 Immunogoldmarkierung



Tabellenverzeichnis il
Tabellenver zeichnis
Tabelle 2.1: Variation der Bedampfungsparameter 21
Tabelle 2.2 Variation der Emissionsparameter 22
Tabelle 2.3 Bedampfungsparameter fur die Gefrierbruch- 23
Immunogold-Markierung von AQP-1
Tabelle 2.4 Bedampfungsparameter flr die 24
Cerium-Phosphat-Markierung
Tabelle 2.5: Variation der GoldkorngroR3e 26
Tabelle 2.6: Bedampfungsparameter fur die Einbettung 29
Tabelle 2.7 Entwésserungsschritte 29
Tabelle 2.8: Kontrastierungslosung 29
Tabelle 2.9: Immunmarkierung beidseitig C-bedampfter Replika 30
Tabelle2.10: Bedampfungsparameter fur die beidseitige C-Bedampfung 31
Tabelle2.11:  Puffer fur SDS-PAGE 35
Tabelle2.12: Zusammensetzung des PAA-Gels 35
Tabelle2.13: Zusammensetzung des Western-Blot Puffers 36
Tabelle2.14: Verwendete Antikorper fir die Western-Blot-Analyse 36
Tabelle2.15: Bedampfungsparameter fur die Gefrierbruch- 37
Immunogold-markierung an Caveolen-Proteinen
Tabelle2.16: Verwendete Antikorper fur die Immunmarkierung 37

der Caveolen-Proteine



Verwendete Abkiirzungen

Verwendete Abklrzungen

ACTH
AP
APS
AQP-1
AS
BDMA
BSA

C
CAM
Cav-1
cGMP
COP
Cryo-FESEM
CsSD
ddH,O
DMEM
DMSO
DPPC
DRM
DTT
EDTA
EF
EGF
eNOS
ERK
ESA
EtOH
FKS
FRET
GDNF
GPI

Adrenocorticotropin

Alkalische Phosphatase
Ammoniumpersulfat

Aquaporin-1

Aminosaure
Benzylmethylamin

Bovine serum albumine

Kohlenstoff
Cell adhesion molecule

Caveolin-1

Zyklisches Guanosinmonophosphat
Coat protein

Cryo-field emission scanning electron microscopy
Caveolin-1 scaffolding domain
Doppelt-destilliertes Wasser
Dulbecco’s Modified Eagle Medium
Dimethylsulfoxid
Dipalmitoyl-Le-Phosphatidylcholin
Detergenz-resistente Membran
Dithiotreitol

Ethylendiamintetraessigsaure

Exoplasmic fracture face, exoplasmatische Spaltflache

Epidermal growth factor

Endothelial nitric-oxide synthase
Extracellular signal-regulated kinase
Epidermal Surface Antigen

Ethanol

Fetales Kalberserum

Fluoreszenz Resonanz Energietransfer
Glial cell line-derived neurotrophic factor
Glycosylphosphatidylinositol



Verwendete Abkiirzungen

GTP
H20:
HDL
HRP
HSL
IBMX
IMSID

kDa

kV

LBB

LDL

mA

MHC
MAP
MBS
NEM

NO

NSF

oG

Pa

PAA

PBS
PDGF

PF
PHB-Domane
PMSF
Pt

PTRF
Ras
rRNA
SDS
SDS-FRL
SDS-PAGE

Guanosin Triphosphat
Wasserstoffperoxid
High-density lipoprotein
Horseradish peroxidase
Hormon sensitive lipase

3-Isobutyl-1-methyl- xanthine

Institut fir Medizinische Statistik, Informatik und Dokumentation

Kelvin

kilo Dalton

kiloVolt

Labeling blocking buffer

Low-density lipoprotein

milli Ampere

Major Histocompatibility Complex

Mitogen-activated protein kinase
MES-buffered saline

N-ethyl-maleimid

Stickstoff-Monoxid

N-maleimid-senistive fusion protein
Octyl-beta-D-glucopyranoside
Pascal

Polyacrylamid

Phosphate-buffered saline
Platelet-derived growth factor
Protplasmic fracture face, protoplasmatische Spaltflache
Prohibitin homology domain
Phenylmethylsulfonylfluorid

Platin

Polymerase transcipt release factor
Rat sarcoma

Ribosomale Ribonukleinsaure
Sodium-Dodecyl-Sulfat
SDS-freeze-fracture replica labeling
SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese



Verwendete Abkirzungen Xl

SG-P
SNAP
SR-BI
Src
SV40
TBS
TEM
TEMED
TTF-1
Tyr

0. N.
VAMP
VCAM-1
VEGF

Sammelgelpuffer

Soluble NSF attachment protein
Scavenger Receptor B-I

Rous arooma virus

Simian Virus 40

Tris-buffered saline
Transmissions-Elektronenmikroskop
N, N, N°, N'- Tetra-methyl-ethyldiamin
Transcription termination factor 1
Tyrosin

tber Nacht

Vesicle associated membrane protein
Vascular cell adhesion molecule |

Vascular endothelial growth factor



Einleitung 1

1. Einleitung

1.1 Die Plasmamembran

Die Zellmembran oder auch Plasmamembran stellt einen der gsiteti Teile im Aufbau der
Zellstruktur dar. Ohne sie gabe es keine Zellen und kein Leben, wes\kennen. Jede Zelle
bendtigt Membranen, um ihre chemischen Bestandteile von der &ufRerenbudgnge
abzugrenzen und ihren Zellinhalt vor dem Entweichen und Vermischen mit dem
AuBenmedium zu schitzen. Dartber hinaus muss sie weitere flr deelelmhswichtige
Funktionen erfullen. Sie fungiert als selektive Barriere und ist dan zellularen
Signalibertragung, an Transportvorgangen, am Zellwachstum und an Beweggaggen
beteiligt. Alle in Zellen vorkommenden Membranen haben dabei eine udigerse
Grundstruktur, die aus einer dynamischen Anordnung ihrer Lipid- und Proteimitedta
besteht. Diese Anordnung beruht auf der amphipathischen Eigenschaftpaky (2. B.
Phospholipide), die sich in wassrigem Milieu durch Selbstorganisatidrnm diinne, zwei-
dimensionale Bilayer-Schichten anordnen. Dabei lagern sich die hydrophegemé&h der
Lipide so zusammen, dass sie sich vom wassrigen Milieu abschimakeerin hydrophobes
Zentrum bilden. Die hydrophilen Regionen ragen nach auf3en ins wassdgarM&eit den
Versuchen von Gorter und Grendel (1925) an isolierten Erythrozytenlipideekiannt, dass
Zellmembranen aus einer Lipid-Doppelschicht bestehen. Robertson (196 thhereidiese
einheitliche Grundstruktur als ,unit membrane®. Danielli und Davson (193%)de® zum
ersten Mal Proteine in den Aufbau der Membranstruktur ein. Sie éwetten ein Modell fir
Biomembranen, in dem die Doppelschicht ausschlie3lich aus Lipiden besteldie polare
Oberflache von Proteinen Uberzogen ist. Singer und Nicholson (1972) postulierte
“Flissig-Mosaik-Modell” (“fluid-mosaic-model”) der Biomembran, wieés heute noch
Gultigkeit besitzt. Dabei durchziehen die Membranproteine die dynhaeniddpid-
Doppelschicht als lateral bewegliche Komponenten. Entscheidend flintkeslchungen der
Membranstruktur waren elektronenmikroskopische Methoden, wobei vor allem die
Gefrierbruchtechnik Daten zur domanenhaften Verteilung der Membrankompofiefege.

Die Membranproteine wurden daraufhin als sogenannte Intramembranp@kiRgldefiniert
(Branton 1966). Die beiden Monolayer besitzen eine unterschiedliche Lipid-

Zusammensetzung, so dass die Lipid-Doppelschicht asymmetrisch autfgisba Die
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exoplasmatische Halfte der Doppelschicht besteht Uberwiegend ausPHbespholipid
Phosphatidylcholin und dem Glykosphingolipid Sphingomyelin, wobei die protoplashetis
Halfte hauptsachlich aus den Phospholipiden Phosphatidylethanolamin und Phosehnatidyl
gebildet wird. Neben Phospho- und Sphingolipiden gibt es noch die Sterole, vonimenen
Saugertierzellen nur das Cholesterol vorkommt. Cholesterol ist derbeialften der Lipid-
Doppelschicht lokalisiert (Zachowsky 1993, Holthuis und Levine 2005). Eine grofahA

an Enzymen (Flippasen und Translokatoren) kontrollieren die asymrhetN&ateilung der
Lipide in der Membran (Holthuis und Levine 2005). Ipsen et al. (1987) fuhrten die
Nomenklatur ,solid/ liquid“ fir die zweidimensionale Anordnung der Gesaigklle und
»ordered/ disordered” fur die Konformationsordnung der Acylketten ein.Abasenzustand
der Lipide in Biomembranen ist Uberwiegend fluide, wobei die Lipidmolekiié
ungeordneten Acylketten sehr beweglich sind. Diesen Zustand bezeichmetlsn,liquid-
disordered” ({).

1.2 Lipid Rafts

Lipid Rafts sind mit Glycosphingolipiden und Cholesterol angereichiteodoméanen in

der exoplasmatischen Seite der Plasmamembran. Man nimmt an, eslassifgrund
unterschiedlicher physikalischer Eigenschaften dieser Lipide zu Bimesen-Separation in
der Zellmembran und zur Bildung von lateralen Mikrodomanen kommt (Brown und London
1998, Simons und van Meer 1988, Simons und Ikonen 1997). Die Sphingolipide in den Rafts
ermoglichen mit ihren gesattigten Kohlenwasserstoffketten eiresterf Einbau von
Cholesterol, so dass sich eine Membrandomane im “liquid- orderedPl@aslenzustand mit
eingeschrankter Beweglichkeit der Acylketten, aber noch hoher l&atekéobilitat der
Lipidmolekule, bildet. Die Plasmamembran, welche die Lipid Raftsikbimigt dagegen stark
fluide, da sie Uberwiegend aus Phospholipiden mit ungesattigten Attgikkiend Cholesterol
besteht (Brown und London 1998, Schroeder et al. 1994). Eine der wichtigstandbaften

der Raft-Doménen ist, dass sie bestimmte Proteine aufnehmen, nd/abie andere
ausgrenzen. Proteine, die eine derartige Raft-Affinitat besizied Glycosylphosphatidyl-
inositol (GPI)-verankerte Proteine, doppelt acylierte ProteinedigiéSrc-Proteinkinasen oder
a-Untereinheiten heterotrimerer G-Proteine (Resh 1999). Die Grol3e ipah Rafts wird

kontrovers diskutiert. Kurzchalia und Parton (1999) sowie Simons und Toomre (2000)
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postulierten fir Lipid Rafts eine Grol3e von 50-100 nm. Die Lipid RaftseaZelloberflache
haben entscheidende Funktionen bei Signaltransduktionsprozessen, indem Blatéoren

fur zahlreiche Rezeptoren bilden, die durch Ligandenbindung aktiviert wevaerzum
Beispiel FeRI-, T-Zell, B-Zell-, EGF-, Insulin- EphrinB1-Rezeptoren, NeurotrophiBNE,

Hedgedog, H-Ras, Integrine, eNOS (Brown & London 1998, Rietveld et al. 1998nSund
Toomre 2000).

1.3 Struktur und Bedeutung der Caveolen

1.3.1 Morphologische Definition der Caveolen

Eine spezielle Form der Raft-Doméanen bilden die Caveolen, die aienéval von Palade
(1953) als kleine Einstulpungen der Plasmamembran in elektronenmikroskapische
Untersuchungen an Endothelzellen beschrieben wurden. Zwei Jahre nachsteéer er
Entdeckung dieser Plasmamembran-Invaginationen durch Palade beschmabtaY@9o55)
identische Strukturen im Epithel der Gallenblase und pragte fur dégs8egriff “Caveolae”
(ulittle caves®, kleine HOhlen). Der Name “Caveolae” wurde ddrauspeziell den Kolben-
oder omega-formigen Invaginationen der Plasmamembran mit einerhribesser von 50-

100 nm zugeordnet, die zwar keine Clathrinhllle aber eine charakresgestreifte Hille
aufwiesen (Peters et al. 1985, Rothberg et al. 1992, siehe Abbildung 1.DbilduAg 1.1

sind Caveolen im Ultradiinnschnitt einer Endothelzelle des Herzensstidiy Neben diesen
charakteristisch geformten caveolaren Strukturen sind auch anderenFgefainden worden

wie zum Beispiel traubenférmige Strukturen in quergestreiften Mzedken, rosettenférmige
Caveolen in Adipozyten und abgeschnirte, vesikulare und tubulare Strukturen in
Endothelzellen (Simionescu et al. 1975, Scherer et al. 1994, Parton E39d). Auf
ultrastruktureller Ebene kdnnen morphologisch identifizierbare Caveolemahireichen
Geweben und Zelltypen gefunden werden, wobei die Menge aber variidresgren eine
Reihe von Zelltypen zahlreiche Caveolen wie zum Beispiel Adipoziaeaothelzellen, Typ

| Pneumozyten, Fibroblasten, glatte und quergestreifte MuskelzeRatade 1953,
Napolitano 1963, Mobley und Eisenberg 1975, Gabella 1976, Gil 1983). Dagegen sind
bestimmte Zelltypen wie die Neuronen des zentralen Nervensystethkymphozyten frei

von Caveolen (Fra et al. 1994, Cameron et al. 1997).
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Abb. 1.1: Caveolen im Ultradiinnschnitt eine Abb. 1.2: Darstellung der gestreiften Hulle

Endothelzelle des Herzens. Bild: Caveolen (siehe Pfeil) an der inne

Westermann, Balken 100 nm Plasmamembran-Oberflache nach Tief
Atzung, Balken 100 nn{Rothberg et &
1992

1.3.2 Zusammensetzung der Caveolen

Ungefahr 40 Jahre nach der ersten morphologischen Beschreibung der €hegalen man,
die biochemische Zusammensetzung und die Struktur von Caveolen genauersichete
Ebenso wie die Lipid Rafts sind auch die Caveolen reich an Cholester@phingolipiden.
Die spezielle Lipid-Zusammensetzung vermittelt den Caveolenfisohza Eigenschaften wie
zum Beispiel eine Unl6slichkeit in milden, anionischen Detergenzieriton X-100. Diese
Eigenschaften bildeten die Basis fir die biochemische IdentifikatReinigung und
Charakterisierung von Lipid Rafts und ebenso Caveolen (Brown und Rose 1998, dtiséd
1994).

Lipid Rafts

Caveolae Caveolin

Phospholipid

oy >

Sphingolipid

Cholesterol

Abb. 1.3: Organisath vor
Lipid Rafts un
Caveolen.(Razan
et al. 2002a)
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Trotz dieser gemeinsamen biochemischen Eigenschaften unterschietdeties Caveolen
durch die Lokalisation der Caveolin-Proteine von den flachen Rafts (alghié&dung 1.3).

Die Caveolin-Proteine fungieren als selektive Markerproteine five@en und erlauben
somit eine spezifische Analyse caveolarer Struktur und Funktionen. Zunéofte ein 22

kDa Protein, das Caveolin-1, als Bestandteil der Caveolen idemtifididenney 1989,
Rothberg et al. 1992, Dupree et al. 1993).

Extracellular

Cytosol

/\

Abb. 1.4: Topologie von Caveolin in der inneredlidembran: Dimer von Caveolin-1; dunkel-
und hellgriin = Oligomerisierungsdomane; dunkelgriid blau = C- und Nerminale
Membran Attachment Doméne; ote Transmembran Domane; braun
Palmitoylgruppen dunkelgrau = Plasmamembran; rallge Cholesterol-unc
Sphingomyelinreiche Membranen (Hnasko und Lisab@i3)

Neben dem fur Caveolin-1 kodierenden Gen wurden noch zwei weitere CaBeokn
beziehungsweise Proteine identifiziert. Caveolin-2, dessen Exprassisies mit dem von
Caveolin-1 tUberlappt, wurde zusammen mit Caveolin-1 aus Adipozyten (6ehate 1995)
aufgereinigt und bildet mit diesem vivo hetero-oligomere Komplexe (Scherer et al. 1996,
1997). Diese beiden Mitglieder der Caveolin-Familie kommen hauptséchinc
Endothelzellen, Fibroblasten, Typ | Pneumozyten und Adipozyten vor. Dagégaavenlin-
3, welches den hdochsten Grad an Sequenz-Homologie mit Caveolin-1 aufeugist
Muskelzellen beschréankt, in denen die Caveolin-1-Expression geringVest nd Parton
1995, Tang et al. 1996, Song et al. 1996a). Zusatzlich zw-dssformen besitzen sowohl
Caveolin-1 als auch Caveolin-2 kurzdg¥dsoformen, wobei die Caveolinff-Isoform aus
einer alternativen Translation-Startsequenz resultiert, die eiB2uAminosauren verkirztes
Protein hervorbringt (Scherer et al. 1995). Caveolin-1 besitzt eine Ghgéehe Membran-

Topologie (siehe Abbildung 1.4). Es ist zwar ein integrales Membraapyaturchzieht aber
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als solches nicht die Lipid-Doppelschicht. Eine zentrale hydrophobe Ddniidatdagegen
eine sogenannte Haarnadelstruktur, welche in die cytoplasmatischbriealfte inseriert.
Das C- und N- terminale Ende des Proteins verbleiben im Cytoplé@suorachalia et al.
1992). Neben dieser 32 Aminosaure (AS) umfassenden Membrandomaneesxsdeohl
am N-Terminus (AS 82-101) als auch am C-Terminus (AS 135-150) sogemaAemteran-
Anheftungs-Domanen (Schlegel et al. 1999, Schlegel und Lisanti 2000). Dhniides kann
Caveolin-1 an 3 Cystein-Resten des C-Terminus (133, 143, 156) palmitsglie(Dietzen et
al. 1995), wodurch die Struktur an der Membran stabilisiert wird (Monier et al. 1996).

Eine weitere charakteristische Eigenschaft von Caveolin-1 i®ildieng von stabilen Homo-
und Hetero- Oligomeren mit Caveolin-2 aus 14-16 Monomeren, die nur durch Betgndl
mit starken Detergenzien dissoziieren (Monier et al. 1995, Sarg@et al. 1995, Li et al.
1996). Die Bildung dieser Oligomere findet direkt nach der Synthese awaoln-1 im
Endoplasmatischen Retikulum und vor dem Austritt in den Golgi-Komplé (Manier et

al. 1995). Die hierfur verantwortliche Oligomerisierungsdomane wurdeNaherminus
lokalisiert, welcher ebenfalls den Transport von Caveolin-1 zu den cesredtévaginationen

der Plasmamembran vermittelt (Luetterforst et al. 1999, Machleidt et al. 2000).

Neben der Bildung von Oligomeren ist die Bindung von Cholesterol ein reite
Charakteristikum fir die Struktur und Funktion der Caveolen. Caveolin-1 bité¢sZerol
und das Gangliosid GMin vivo undin vitro (Fra et al. 1995, Murata et al. 1995). Neben
Caveolin ist Cholesterol maf3geblich an der caveolaren StrukturidgtetBine Behandlung
mit Cholesterol-bindenden Substanzen wie zum Beispiel NystatipinFdder Cyclodextrin
fuhrt zu einer Abflachung und zum Verschwinden von morphologisch identifirggrba
Caveolen (Rothberg et al. 1992, Schnitzer et al. 1994, Hailstones et al\i&&8rmann et
al. 2005). Die stabile Membran-Invagination kommt durch die hohe Konzentration
Cholesterol (Bacia et al. 2005) sowie die Insertion von Caveolin-1 icytogplasmatische
Halfte der Doppelschicht zustande, wodurch die Oberflache relatiexaplasmatischen
Membranhélfte vergréRert wird und es zur Einstilpung der Membran komrase D
Stabilisierung einer gekrimmten Membran zusammen mit der AnwetseeiseCaveolins
unterscheiden die Caveolen strukturell und funktionell von den Lipid RaftslgiMand
Simons 2006).
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1.3.3 Funktion der Caveolen

Seit ihrer Entdeckung in den 1950er Jahren ist viel Uber die eigentichktion der
Caveolen spekuliert worden. Eine Reihe von Funktionen wurde ihnen und ihrem
Markerprotein, dem Caveolin-1, zugeschrieben. Die Caveolen spielen elieebiei einer
Vielzahl verschiedener zellularer Prozesse wie Transportvorgédn@endocytose,
Transcytose, Potocytose und Pinocytose), bei der Cholesterol und Lipidoktases bei

Signaltransduktionsprozessen und in der Tumorsuppression.

1.3.3.1 Transportfunktion der Caveolen

Aufgrund ihrer vesikularen Morphologie und Anreicherung in Endothelzellen wadede
Caveolen schon sehr friih die Funktion der Transcytose von Proteinen durciréafgllen
zugeschrieben (Simionescu et al. 1975, Schnitzer et al. 1994, PredakclPé8). Schnitzer
et al. (2001) konnten zeigen, dass der Transport durch Caveolen ein bedeutahder
kinetisch bevorzugter Weg fir die Transcytose bestimmter Protkirstellt. Uber einen
konstitutiven, durch Kinase-regulierten ,Kiss-and Run“-Prozess sindCdigeolen in der
Lage, sich in einem kleinen Volumen unterhalb der Plasmamembran egdre@Welkmans
et al. 2005). Sie konnten auf diese Weise in Endothelzellen die Trasmseytgange
bewirken. AuRerdem werden die Caveolen mit einer endocytotischen FunkBeziehung
gebracht, die bisher bei den Clathrin- und COPI-, COPII- beschiohté&tsikeln bekannt
war. Einige Rezeptoren und extrazellulare Makromolekile werdenelipgarch Caveolen
anstatt durch Clathrin-umhillte Vesikel in die Zelle aufgenommeeas Bind zum Beispiel
Cholera und Tetanus Toxin (Montesano et al. 1982) oder das Simian ViruSV4Q0)(
(Anderson et al. 1996, Stang et al. 1997), die als multivalente Frachtag®olare
Endocytose auslosen (Parton et al. 1994, Pelkmans et al. 2001, Kirkha@0&5alDamm et
al. 2005). AuRerdem konnte gezeigt werden, dasthyl-maleimid (NEM) die Transcytose/
Endocytose von Caveolen in Endothelzellen inhibiert (Predescu et al. 1994z&chkhial.
1995a). Die Caveolen enthalten die fur das Vesikel-Docking und Fusion nBegé&mndteile
(NSF, SNAP, VAMP, GTPase) (Schnitzer et al. 1995b, Predescu 20CGil). Das Caveolin
bleibt als Hullkomponente im Gegensatz zu den Clathrin-beschichtegkelh sowohl beim
Transport als auch bei der Fusion mit dem Zielkompartiment memlmamgen (Pelkmans et

al. 2004). FRAP-Untersuchungen zeigten jedoch, dass Caveolin-assddaentaanen nach
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Invagination der Caveolen innerhalb der Zelle mobil, Caveolen an demdtasmbran
dagegen aber eher immobil sind. Die mobile Caveolin-Fraktion, die zaliinternen
Strukturen wie dem ER, dem Trans-Golgi-Netzwerk und Caveosomeniedsistj betragt
etwa 80 %, wohingegen die immobile Caveolin-Fraktion, welche mit Cawvedler
Plasmamembran assoziiert ist, nur 5-20 % betragt (Thomson et al. K&0&orthy et al.
2004). Diese Untersuchungen zeigen, dass Plasmamembran-assogisrésdin-1 eher
unbeweglich ist und dass Caveolen nicht in eine effiziente konstitatidecytose involviert
sind. Nur 2 % aller Caveolen schniren sich pro Minute von der Membranr&bgik et al.
2005), wobei Peters et al. (2003) zeigten, dass bei der Aufnahme von rttieméh durch
Caveolen 10 % aller Caveolen pro Stunde internalisiert werden, wasnausehr langsame
konstitutive Endocytose hindeutet. Dartber hinaus spielt das Actin-Cytiskeine
entscheidende Rolle in der Stabilisierung und Immobilisierung der Gawvéblundy et al.
2002, Stahlhut und Deurs 2000). Diese Ergebnisse schlieRen aber eine emsdbeytoti
Funktion des Caveolins und der Caveolen unter bestimmten Bedingungen, in denen das
Actin-Cytoskelett verandert wird, nicht aus. Dies ist der Falldee Aufnahme des SV40
Virus, welches (ber MHC-Klasse-I-Molekiile an die Zelloberfladiiadet. Uber eine
komplexe Signalkaskade kommt es zu einer Umorientierung des Kkortikadén-
Cytoskeletts und zur Rekrutierung von Dynamin. Ohne diese StimulatiomsintD % der
Caveolen mit Dynamin assoziiert, welches die Abschnirung der Caveelenittelt
(Pelkmans et al. 2001, 2002 a, 2002 b).

1.3.3.2 Caveolen und Cholester ol-Homeostase

AulRerdem kommt den Caveolen eine Bedeutung in der Cholesterol-HomeostaseniinCa

1 ist in der Lage, mit Cholesterol Komplexe zu bilden, wobei ein @avklolekil 1-2
Cholesterol-Molektle bindet (Murata et al. 1995, Thiele et al. 2000). Gavkokagiert
daher in Bezug auf seine Lokalisation und transkriptionale Regulatiositige auf
Veranderungen in der Cholesterol-Konzentration. Eine Behandlung von Zellen mi
Cholesterol-Oxidase fuhrt dazu, dass Caveolin-1 zum ER und Golgi traegpeird, wobei

ein Entfernen der Cholesterol-Oxidase zum Wiedereinbau von Caveolin aren fr
Cholesterol in Caveolen fuhrt (Smart et al. 1994). Die Caveolin-1-Esiore ist durch zwei
Sterol-regulierte Elemente in der Promotorregion abhangig vom Ghak&ehalt
(Hailstones et al. 1998, Bist et al. 1997, Fielding et al. 1997, 1999). Cholesitel de novo



Einleitung 9

hauptsachlich im ER von Leberzellen synthetisiert, wobei 90 % in igm@membran
eingebaut werden (Simons und Ikonen 2000). Welche molekularen Mechanismen und
Transportwege dabei eine Rolle spielen, ist noch nicht im Einzebidarg Cholesterol soll
hauptséachlich Uber einen Golgi-unabhéangigen Weg zur Plasmamembraortiartswerden
(Urbani und Simoni 1990, Heino et al. 2000). Es konnte gezeigt werden, dasdirGave
beim Transport von Cholesterol zur Plasmamembran eine Rolle &nmedtrt et al. 1996),

dass ein nicht vesikularer Proteinkomplex aus Caveolin-1 und einigen Gheapeder
Cyclophilin- und Heat-Shock-Familie beteiligt ist und dass die Pajitrerungsstellen im
Caveolin-1 fur die Bindung des Cholesterols nétig sind (Uittenbogaardl. efi998,
Uittenbogaard und Smart 2000).

Um ihren intrazellularen Cholesterol-Gehalt zu regulieren, singhmxe Zellen in der Lage,
Cholesterol von der exoplasmatischen Membranhalfte an HDL-Partitiglh-density
lipoprotein) fir den Weitertransport zur Leber (reverser Cholestnsport) abzugeben,
wobei Caveolen als Portale fur diesen Efflux fungieren (Fielding Rieliling 1997) und
Caveolin-1 diesen Prozess reguliert (Fielding et al. 1999, Arakbvah 2000, Frank et al
2001). Daruber hinaus ist der Scavenger-Rezeptor (SR-Bl, ,MakrophageptB®),
welcher als HDL-Rezeptor sowohl den Transfer von freiem Chotdstaus der
Plasmamembran zum HDL als auch die selektive Aufnahme von Choldss¢ern aus
HDL-Partikeln in die Zelle vermittelt (Ji et al. 1997, Actorekt1996), ebenfalls in Caveolen
konzentriert (Babitt et al. 1997). Die Bedeutung der Caveolen und des i@alvaeolBezug
auf den Fettstoffwechsel wird an Caveolin-defizienten Mausen deufliese sind zwar
lebensfahig und fertil, haben aber eine Reihe von Dysfunktionen und zeigen ei
veranderten Phanotyp (Lay and Kurzchalia 2005). Caveolin-defiziente Méubeesistent
gegen Fett-Diat, zeigen kleinere Durchmesser der Adipozytere seiwe Hyperplasie des
braunen Fettgewebes (Razani et al. 2002b). AuRerdem zeigen siehabkcle reduzierte
Glucose-Aufnahme aufgrund einer drastischen Degradierung des Inspépt®s im
Fettgewebe ohne Veranderungen der Insulin-Rezeptor-Genexpression (CaheB083a).
Weitere Untersuchungen an Caveolin-1-defizienten Mausen ergaben, eld#ddng von
arthereosklerotischen Plagues um bis zu 70 % minimiert ist, wobbi @erc Gehalt an
Scavenger Rezeptor fir oxidiertes und modifiziertes LDL, CD36 und vdskularen
Zelladhasionsmolekils (VCAM-1) deutlich reduziert sind. Daher sci@aweolin-1 fur den
gezielten Transport von CD36 zur Plasmamembran und dessen Stalbidjsngitig zu sein
(Frank et al. 2002).
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1.3.3.3 DieRolleder Caveolen in der Signaltransduktion

Weitere wichtige Funktionen besitzen Caveolen und Caveolin-1 in derltsagisduktion,
weshalb sie auch als ,Signalosomen* bezeichnet werden. Obwohl exbkeintes Kriterium
fur die Fahigkeit von Proteinen gibt, in Caveolen zu lokalisieren, besiie Vielzahl von
Signalmolekulen Lipid-Modifikationen, die ihnen eine Affinitat zu Caveoterleihen. Gut
charakterisierte Caveolen-assoziierte Proteine sind zum Beititas, die Familie der Src-
Tyrosin-Kinasen, heterotrimere G-Protein Untereinheiten und die endotheliale Sticktstoff-
monoxid-Synthase (eNOS), die alle eine oder mehrere Myristoydimitdyl- oder
Prenylgruppen enthalten (Li et al. 1995, Feron et al. 1996, Garcia-Catd@ind 996, Song et
al. 1996b). Charakteristisch fur die Bindung dieser Proteine ist dezaktion mit der
sogenannten Scaffolding-Doméne des Caveolin-1 (CSD), eine 20 Aminos&i&2{101)

umfassende Sequenz (Okamoto et al. 1998, Smart et al. 1999).

Bei Caveolin-1-defizienten Mausen kommt es zur Deregulation deSibi@weges. Die
Lokalisation von eNOS in Caveolen ist wichtig fur die maximal®©8MNAktivitat und wird
negativ durch Caveolin-1 reguliert (Garcia-Cardena et al. 1996, Buati2000). Die Aorten
dieser Mause sind nicht mehr in der Lage, einen gleichmaldigen kdetrakbnus zu
entwickeln. Die Freisetzung von NO (Stickstoffmonoxid) und der Gelmakt@MP ist in
diesen Mausen hoher (Drab et al. 2001). Caveolin-1 ist daher notwendig finhtigsten
vaskularen Funktionen, die auf dem NO-Signalweg beruhen: endotheliakeatalader
Arterien, myogener Tonus und stimulierte Kontraktilitat. Dartber hisabgint Caveolin-1
durch die Regulation von Protein-Protein-Interaktionen und Aktivierung einle Bel der
endothelialen Angiogenese zu spielen, wobei Caveolin-1 ein positiver aRagtilir die
endotheliale kapillare Tubulus-Formation ist (Liu et al. 2002).

Caveolin-1 gilt als negativer Regulator der p42/44 MAP-Kinase. We@m-1-defizienten
Ma&usen ist eine Hyperaktivierung von ERK 1/2, welches eine Hauptkompatempd2/44
MAP-Kinase-Kaskade ist, zu beobachten (Cohen et al. 2003b). Diese Méabss
infolgedessen Herzkrankheiten wie zum Beispiel dilative Kardiompepatpulmonare
Hypertension oder Hypertrophie (Zhao et al. 2002), was darauf hindeutetliel&sveoline
eine Schlusselfunktion in der Signalgebung des kardiovaskuldren Systdras. Han
derartiger Effekt konnte auch fir Caveolin-3 nachgewiesen werden. Zmdgmn diese

Mause eine Verengung in den Alveolen-Bereichen und eine Verdickung \ksoléil-Wand
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in der Lunge. Es konnte in diesem Zusammenhang eine Hochregulierung vénRZEE k-

1), einem Marker fur nicht differenzierte Endothelzellen oder bluthddeZellen, festgestellt
werden. Die Verdickung der Wande kommt wahrscheinlich durch Auflagerung von
extrazellularem Material, begriindet durch unkontrollierte Hyperpralkion von
Angioblasten, zustande. Diese Tiere sind intolerant gegeniiber Beweaquhgs tritt eine

schnelle Erschopfung ein (Drab et al. 2001).

Zusatzlich zur Organisation der Signal-Komplexe nimmt Caveolirh aicteil an der
Signalkaskade, indem es als Substrat fiir sowohl Tyrosinkinasen als S@iGn-/
Threoninkinase fungiert. Caveolin-1 kann am Tyrosin 14 (Tyrl4) am aminosem Ende
des Proteins phosphoryliert werden. Diese Phosphorylierung ist konstutiveinem
geringen Niveau in den meisten Zelltypen, wobei sie als Antwortnaefirere Stimuli
zunimmt, wie zum Beispiel Insulin, Angiotensin Il, Endothelin-1, Adrenocotrbpin
(ACTH), PDGF (platelet-derived growth factor), VEGF (vasc@adothelial growth factor)
und EGF (epidermal growth factor) (Yamamoto et al. 1998, Mastick. €995, Lee et al.
2000, Kim et al. 2000, Hua et al. 2003, Labrecque et al. 2003, Fielding et al. 20@4n&Let
al. 2005). Die Phosphorylierung von Tyrl4 wird ebenfalls ausgeldst durchéreti Stress
wie Scherbeanspruchung, Apoptose, ultraviolette Strahlung, oxidativers Stred
osmotischer Schock, als Antwort auf Integrin-Aktivierung und bei Intisiealing der
Caveolen (Aoki et al. 1999, Volonte et al. 2001, Navakauskiene et al. 2004, Radrizao
2005).

Aufgrund der Tatsache, dass Caveolin-1 als Scaffolding-Protein wittt die Fahigkeit
besitzt, verschiedene Signalwege zu hemmen, wurde dem Caveolin elle ds
Tumorsupressor zugeschrieben. Caveolin-1-defiziente Mause bilden spomtanTkenore
aus, sie zeigen aber eine erh6hte Tumorgenizitat aufgrund von karzin&fenali (Razani
et al. 2001 b, Capozza et al. 2003). Uberexpression von Caveolin-1 zeigtagtastin-1 ein
potenter Inhibitor fur zahlreiche pro-proliferative Signalwegeimgtem es zum Beispiel den
EGF-Rezeptor und einige Mitglieder der Ras-p42/44 MAP-Kinase-idaskadet und diese
hemmt (Couet et al. 1997, Engelman et al. 1998). In onkogen transformietten &t die
Expression von Caveolin-1 oft unterdrickt, wobei nur eine geringe oderigarbkgression
in verschiedenen humanen Tumoren und Krebs-Zellinien gefunden wurde (Reala2081
a). Andererseits ist aber die Caveolin-1-Expression in vielenrspafe@morstadien hoch, und

es wurde eine Korrelation zwischen der Entwicklungsstufe des Tumdrsler Caveolin-1-
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Expression gefunden. Die unterschiedliche Expressionsrate wird dadddént, edass
Caveolin-1 die Fahigkeit besitzt, sowohl anti-proliferative als aRoh+Uberlebenseffekte

auszuuben (Liscovitch et al. 2005).

1.4 Die Gefrierbruch-lmmunogoldmarkierung

Die Gefrierbruch- Methode (freeze-fracture), die als Konzeporsd 950 eingefihrt wurde
(Hall 1950, Moor et al. 1961), ermdglicht Einblicke in den Aufbau und die tritkdasrelle
Organisation von Biomembranen. Bei der konventionellen Gefrierbruch-Replika-
Elektronenmikroskopie werden Zellen schnell eingefroren und bei —196 °Gnem &lesser
aufgebrochen (siehe Abbildung 1.5). Dabei verlauft der Bruch bevorzugt durch die
hydrophoben Bereiche der Lipid-Doppelschicht, wobei zwei Spaltflacherelesst zum
einen die aulRere (exoplasmatische) Spaltflache (EF, E-face)wmdazderen die innere
(protoplasmatische) Spaltflache (PF, P-face). Beide Spaltfidsleeden mit Platin (Pt) und
Kohlenstoff (C) bedampft, um dinne Metall-Replika zu erhalten. Dieplika werden dann
von der Probe abgelést, mit Hypochlorid gereinigt und kdnnen so im Trarsmiss
elektronenmikroskop (TEM) analysiert werden (Branton 1971, Meyer und Wiakelm
1972).

Abdruck

Messer (Replikat)

Messer I:};;. "\
Proben- :
halter
Objelt- —
tisch

Gefrierbruch  Gefrierdtzung Bedampfung Ablgsen der Zellen
Sduberungdes
Replikates

Abb. 1.5: Prinzip der Gefrierbruchmethode (Plattientschel 1997)
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Vor allem die Gefrierbruchmethodik wurde zur Untersuchung von Membranseokt
eingesetzt, als man begann, die grof3e Zahl von IntramembranpartMélg) (init diversen
Proteinen zu korrelieren (Branton 1971, Singer und Nicolson 1972, Meyer und Wamkelm
1972). Dennoch war es mit dieser Methode alleine nicht moglich, dirgktenationen tber

die biochemische Natur von Membrankomponenten zu erhalten. Erst die Koorbidati
Gefrierbruchmethode mit cytochemischer Markierung von individuellen Madakider
Zellmembran (freeze-fracture cytochemistry) lieferteldeeEinblicke in die chemische Natur
und Topologie der Zellmembrankomponenten (Fujimoto 1993, Pinto da Silva 1984, 1987,
Severs 1995, Takizawa und Saito 1996, Torris und Mancini 1996). Zun&chst wurden
Zellsuspensionen vor der Replikation markiert (Pinto da Silva und Branton B®it0,da
Silva und Kan 1984), wobei diese Methode als “label-fracture” bezeiohitdt Eine
Variation dieser Technik ist die “fracture-flip”-Methode, bei @en aul3en markierte Zellen
aufgebrochen und nur mit einer Kohlenstoffschicht bedampft werden. Anschliefszden
diese Kohlenstoff-Replika umgedreht und eine Platinschicht aufgedafApttersson-
Forsman und Pinto da Silva 1988). Bei der “fracture-label’-Methode wdrntgegen Zellen

im Anschluss an den Gefrierbruch und nach der Pt/C-Bedampfung méikiechuk et al.
1987, Gruijters er al. 1987, Johnson and Meyer 1993). Diese verschiedenen Tedeniken
Gefrierbruch-Immunogoldmarkierung haben alle den Nachteil, dass nur ufierei
exoplasmatische Spaltflache (E-face) zellularer Membranekienaar ist, wohingegen die
innere, protoplasmatische Spaltflache (P-face) nicht zuganglidérgt mit der von Fujimoto
(1995) eingefiihrten Methode der “SDS-digested freeze-fractureadpbeling (SDS-FRL)"-
Technik wurde es maoglich, die protoplasmatische Spaltflache (Pdacé&lasmamembranen
cytochemisch zu markieren. In Abbildung 1.6 ist diese Technik schematagestellt.
Dabei werden chemisch unfixierte Zellen cryofixiert und aufgebroc{f). Die dabei
entstehenden Spaltflachen werden durch Aufdampfen einer Pt/C-Schatbitisistt
(Replikation, B). Um Zellreste abzulosen, werden die Replika mit 2,S3% behandelt.
Molekule, die sich in direktem Kontakt zu den Replika befinden wie Mamhipide und
membrangebundene Proteine bleiben an den Replika haften (C). Dasebetesigd mit

Hilfe von Pufferldosungen ausgewaschen und die an den Replika gebundenen
Membrankomponenten kénnen dann mit Antikérpern flr die Immuncytochemie markiert
werden (D, Fujimoto 1997). Der Nachweis des gebundenen ersten Antikorpetamidies

zu markierenden Epitops erfolgt dann Uber einen mit Gold gekoppelterezvieitikbrper.
Abbildung 1.7 zeigt eine schematische Darstellung durch einen Querssheg derartigen

Antikdrper-Gold-Komplexes, der ein an der Replika haftendes Epitop ntarkia solcher
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Antikorper-Gold-Komplex besitzt eine Ausdehnung von ~ 20-30 nm, so dass bei dies

Technik die Goldpartikel in einem Abstand von ~ 20-30 nm vom markierten Eqitfgrnt

sein konnen. Fir diese Methode ist es entscheidend, dass chemisch tenibeken

verwendet werden, da in Aldehyd-fixierten Zellen die zellularen Komgenenicht mit SDS

abgeldst werden kdnnen.
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Abb. 1.6:

Schematische Darstellung der “SDS
digested freeze-fracture replica labeling”
Methode; (A) Einfrieren der Zellen, (
Gefrierbruch und Pt/@edampfung, (C
SDS-Reinigung, (D) Immunogold
Markierung. (Fujimoto 1995)

Abb. 1.7:

Schematische Darstellung eines Quersch
durch eine Immunogoldiarkierte Replika; d
Goldpartikel befinden sich in 280 nn
Abstand zum Epitop. IMP =
Intramentranpartikel; 1 st Ab = first antibo
(1.Antikdrper); 2 nd Ab = second antibc
(Zweitantikorper); (Fujimoto 1997



Einleitung 15

1.5 Die Gefrierbruch-lmmunogoldmarkierung an Caveolen

Die in dieser Arbeit beschriebenen Untersuchungen mit Hilfe dire@euch-Immunogold-
markierung wurden hauptsachlich an Membranen von 3T3-Mausfibroblasten durchgefihr
Das Markerprotein der Caveolen, Caveolin-1, wurde an den entstandenen Repkkaem
spezifischen Erstantikbrper gegen Caveolin-1 markiert. Die am oliade gebundenen
Erstantikdrper wurden anschlieBend mit spezifischen Zweitantikérpertchavemit
Goldpartikeln gekoppelt sind, nachgewiesen. Die folgende Abbildung 1.8 meitoslell

einer Caveole nach der Gefrierbruch-Immunogoldmarkierung. Die Abbildung dier

Definition der Caveolen-Bereiche, die im Verlauf dieser Arbeit erwahnt werde

@ Pic
. lateral (2 nm Thlck)
/ ®
10
2nd A?,Tjom Abb. 1.8:
apikal Modell einer replizierten Caveole nach Gefrierbruch
| Immunogoldmarkierung. Kennzeichnung
Carbon Caveolen-Bereiche: basal, lateralpikal. Der Port
(15-20 nm thick) (senkrechter Pfeil) bezeichnet die Offnung
Caveole. Die Platinbedampfungsrichtung wird d
g den schragen Pfeil gezeigt. 10 nm 2nd gtibd:
Zweitantikdrper mit 10 nm Goldpartikel gekopj
1.6 Zielsetzung

Fur die in dieser Arbeit durchgefuhrten Untersuchungen zur Charadtengiund Struktur-
analyse der Caveolenmembran war die Gefrierbruch-lImmunogoldmarkidrerigevorzugt
angewendete Methode. In verschiedenen Versuchsansatzen fir die Immundgetdma
von Caveolin-1 konnte festgestellt werden, dass die Markierungseffiztark variierte.
Auch bei Untersuchungen anderer Membranproteine wie dera CATP Synthase-
Untereinheit in Membranen von Etioplasten (Sherameti et al. 2004) ad#erdeokalisation

der Tetrachlorethan reduzierenden DehalogenaSaliarospirillum multivorans (John et al.
2006) konnten Unterschiede in den Markierungsraten festgestellt wendse. iJurden zum
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Teil jedoch nicht diskutiert. Bei der Gefrierbruch-Immunogoldmarkierdag Tetrachlor-
ethan reduzierenden Dehalogenase wurden die im Rahmen dieser Asbeihngnen
Ergebnisse in Bezug auf die Verbesserung der Markierungseffigadmn einbezogen. Um
die Struktur der Caveolen und die Verteilung des Caveolins mit éfe Gefrierbruch-
Immunogoldmarkierung genau untersuchen zu konnen, sollten zunachst die urséchliche
Faktoren fUr die Variation in der Markierungsrate bestimmt und oiluEs der Replikation
mit Platin- beziehungsweise Kohlenstoffschichten untersucht werdeaufbm sollte es
maoglich sein, die Methode der Gefrierbruch-Immunogoldmarkierung so zuieggim dass
eine maximale Markierungsrate zu erzielen ist. Fujimoto (1995) reahyrdass vor allem die
Kohlenstoffschicht einen Einfluss auf die Adsorption der MembranprotaidéaReplika hat
und Rash und Yasumura (1999) bestétigten diese Hypothese, indem se, z#égs gap-
junction Proteine besser an Kohlenstoff-Replika gebunden werden als an kmmslenPt/C-
Replika. Dennoch wurde nicht geklart, welchen Einfluss die Platinschightie Markierung
hat und in welcher Weise sich die Markierungsrate optimiereh Rabker bestand ein Ziel
dieser Arbeit in der Optimierung der Effizienz der Gefrierbrilmmunogoldmarkierung.
Hierzu sollten unterschiedliche Faktoren, welche die Markierungbeaflussen kénnen
wie die Platinschichtdicke, die Emission, die Wahl der AntikérpetiNacsmethode und die
GoldkorngréRen untersucht werden. DarlUber hinaus sind die Kenntnisse Ubegedikcbe
Struktur der den Gefrierbruch-Replika anhaftenden Halbmembran, die natbuRg mit
dem starken Detergenz SDS an den Replika verbleiben, nur fragmBasiralb sollten
Untersuchungen zur Darstellung der an den Replika verbliebenen Komponenten daz

beitragen, deren Struktur besser zu verstehen und aufzuklaren.

Ein weiteres Ziel dieser Arbeit bestand in der Charaktenisgeund der Strukturanalyse der
Caveolenmembran mit einer Kombination von biochemischen und elektronen-
mikroskopischen Methoden. Die Kenntnisse Uber Caveolen und deren Markerprotein
Caveolin-1 sind zwar zahlreich, aber dennoch sind in Bezug auf die Stdgkt@aveolen,

die Verteilung des Caveolins und die Zusammensetzung des caveoldemada Fragen
offen. Westermann et al. (2005) konnten mit Hilfe der Gefrierbrucheinogoldmarkierung
zeigen, dass Caveolin-1 bandférmig, basolateral um die Caveolen angésirdnetdass die
apikalen Bereiche tief eingesenkter Caveolen frei von Caveolin-1 BiadJntersuchungen

der Caveolen mit Hilfe der Gefrierbruch-Immunogoldmarkierung solttenu beitragen,
deren proteinbiochemische Zusammensetzung, ihre Struktur und letztenellabkelisation

des Caveolin-1 in der Caveolenmembran besser aufzuklaren.
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2. Material und Methoden

2.1 Zellkultur

Fur die Untersuchungen zur Weiterentwicklung und Optimierung der SD#i®Grich-
Replika-Immunogoldmarkierung, sowie fur einige Versuche zur Immunpigizgm und fur
die Rasterelektronenmikroskopie wurden konfluent gewachsene NIH 3T3-bfabdisten-
zellen (Zell-Linie 5.15, Sammlung NIH, National Institute of Heplerwendet. Die Zellen
wurden in RPMI 1640 Medium (Biochrom AG, Berlin) mit 10 % FKS fataléalberserum
(nicht hitzeinaktiviert) bei 37 °C und 10 % @®egasung angezuchtet, bis ein konfluentes
Wachstumsstadium erreicht war. Diese Zellen wurden dann in dieMethodenteil
beschriebenen Versuche eingesetzt. Fir einige Versuche wurden 3T&ustikivbblasten
(Praadipozyten, Zell-Linie L1) verwendet, die nach der Methode von &nostane (1985)
zu Adipozyten differenziert wurden. Dazu wurden die Praadipozyten zuriadbatbecco’s
Modified Eagle-Medium (DMEM, 1x, Biochrom AG, Berlin) mit 10 % FK8tzeinaktiviert)
bei 37 °C und 10 % Cfangeziichtet, bis ein konfluentes Wachstumsstadium erreicht war.
AnschlieBend wurde die Differenzierung zu Adipozyten eingeleitet, inddas
Wachstumsmedium gegen Differenzierungsmedium (DMEM mit 15 %) RSgetauscht
wurde, dem 0,5 uM IBMX, 1 uM Dexamethason, 10 pg/ml Insulin zugeseizten war
(Tag 1). Danach erfolgte alle zwei Tage ein MediumwechselDifierenzierungsmedium
unter Zugabe von 10 pg/ml Insulin. Nach 8-10 Tagen hatte der gro3tdefeflellen den
Adipozyten-Phanotyp ausgebildet, und die Differenzierung war abgeschlossie
differenzierten 3T3-L1-Zellen wurden entweder sofort in die Versuwhgesetzt, oder es
wurde noch einmal ein Mediumwechsel durchgefihrt und DMEM mit 10 % EK8en
Adipozyten gegeben, bevor sie geerntet und in die unter 2.4.1 beschriebensndhotegen

eingesetzt wurden.

2.2 Die Gefrierbruch-Immunogoldmarkierung

Die Grundlagen der Gefrierbruch-Immunogoldmarkierung wurden eingehend in der

Einleitung unter 1.2 beschrieben. In diesem Abschnitt soll nun genauereatetinodik
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eingegangen werden, wobei zunachst die Gefrierbruchtechnik am Betgniel3T3-
Mausfibroblastenzellen erldutert wird, da die meisten Untersuchuagediesen Zellen
vorgenommen wurden. Im Anschluss daran wird exemplarisch die Immunroackian den
Gefrierbruch-Replika dargestellt, bevor in den né&chsten Abschnitten eizelnen

Markierungsversuche genauer beschrieben werden.

2.2.1 Die Gefrierbruchtechnik und Herstellung der Gefrierbruch-Replika

Die Praparation der 3T3-Mausfibroblasten fir den Gefrierbruch ezfoflgtmodifizierter
Form wie in Westermann et al. (1999) beschrieben. Dazu wurde zun&cZsildchicht der

in Kulturflaschen konfluent gewachsenen Zellen mit PBS (phosphatedmlifafine, 75 mM
NaCl, 12,5 mM NakPO,, 67 mM NaHPO,, pH 7,2), dem ein Proteasehemmer (Complete
Mini Proteaseinhibitor-Cocktail, Roche Diagnostics GmbH) nach Vorghdse Herstellers
zugesetzt war, gewaschen. Die Zellen wurden dann mit einenchadsr vom Boden der
Kulturflasche abgeschabt, in 500-1000 ul PBS (mit Proteaseinhibit@@raarhmen und bei
24-60 x g (300-800 rpm) fur maximal 5 Minuten zentrifugiert (Biofugatss, Heraeus
Instruments, Kendro Laboratory Products GmbH). Nach Absaugen des dbesstaurden
die pelletierten Zellen in 50 ul PBS (mit Proteaseinhibitoruspendiert und der
Zellsuspension 15 % [v/v] Glycerol zugesetzt. Das zugegebener@igodl beim Einfrieren
der Zellen als Gefrierschutz fungieren. Die so behandelte Ze#isa®n aus chemisch
unfixierten Zellen konnte dann fir den Gefrierbruch (Moor et al. 1961) weleteverden,
wobei die ,Doppel-Abdruck-Technik® (Mduller et al. 1980) angewendet wurdes Di
Herstellung der Gefrierbriiche erfolgte unter Mithilfe von Frapl.Dng. Kaiser. Dazu wurde
ein Tropfen der Zellsuspension mit Hilfe einer Impfose auf ein Siehgwvofil (Kupfertrager,
Kupferblech der Starke 0,1 mm, Flache 4 x 4 mm, BAL-TEC, Liechtenstafgetragen, ein
zweiter Trager dartiber gelegt und Uberschissige Fliussigkestmain Filterpapier abgesaugt.
Diese Sandwiches wurden dann durch schnelles Eintauchen per Hand rEinfrie
geschwindigkeit> 5000 K/ sec.) in ein 1:1 Gemisch aus flissigem Ethan/Propan, welches
durch flussigen Stickstoff gekuhlt war, eingefroren. Der Gefrietbnwarde in einer BAF
400T Gefrierbruch-Anlage (BAL-TEC, Liechtenstein) bei —150 °C im Holchwen (10° Pa)
unter Verwendung eines Doppelabdruck-Tisches ausgefiihrt. Die entstandankfidBhen
wurden sofort mit einer 2,5 nm dicken kontrastgebenden Platinschiclie@inpft. Danach

wurde in einem zweiten Schritt eine 20-30 nm dicke Kohlenstoffschihtyr Stabilisierung
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der Pt-Replika aufgedampft. Diese Methode wurde fir die verschiedémesuche zur
Optimierung der Markierungseffizienz abgeandert und ist in denljgeriKapiteln erlautert.
Das Aufdampfen der Platinschicht erfolgte in einem Winkel von 35°, waibebchichtdicke
mit Hilfe eines Quarzkristall-Schichtdicken-Messers (QSG 06Q,-BEC) gemessen wurde.
Die Kohlenstoffschicht wurde dann senkrecht auf die Bruchflachen aufgédawach der
Bedampfung wurden die Kupfertrager aus der Gefrierbruchanlage hemausgen, auf
Raumtemperatur erwarmt und auf einer Flissigkeitsoberflacheiafiflfitie so hergestellten

Replika wurden dann in die Immunogoldmarkierung eingesetzt.

2.2.2 Die Immunogoldmarkierung

Die Gefrierbruch-lImmunogoldmarkierung wurde in Anlehnung an Fujimoto (1995, 1997)
durchgefihrt. Dazu wurden die Replika zunachst in eine SDS-Losung (2,%% D8, in 10
mM Tris/HCI, pH 8,4 und 30 mM Sucrose) Uberfuhrt, um sie von Zellrestesizbern. Die
Inkubation der Replika in der SDS-LOsung erfolgte unter Schuitteln Gbent Ned bei
Raumtemperatur. Die Replika wurden 4 mal fir 15 Minuten in PBS gbenasum das SDS
zu entfernen. Zum Abblocken der unspezifischen Bindungsstellen erfolgtekdiation der
Replika in LBB (Labeling blocking buffer; 1 % [w/ v] BSA, 0,5 % [wiGelatine, 0,005 %
[v/ v] Tween-20 in PBS, pH 7,2) fur 30 Minuten bei Raumtemperatur (Dinchak 987,
Rash et al. 1990). Fur die Immunmarkierung wurden Erstantikorper einigetiet fur die
jeweils zu markierenden Proteine spezifisch waren. Auf diesadden wird spater genauer
eingegangen werden. Der Erstantikorper wurde je nach Bedarf invieBinnt und die
Replika in einen Tropfen (50-100 ul) dieser Antikorperldsung Uberfihrt. fikabhtion
erfolgte tber Nacht (. N.) bei 4 °C. Anschliel3end wurden die Replikd finfaMinuten in
LBB gewaschen, um den ungebundenen ersten Antikorper zu entfernen. Dardolbie e
die Inkubation der Gefrierbruch-Replika in einem Tropfen einer Zwéitaper-Losung
(2:50 in LBB) fur 1,5 - 2 Stunden bei Raumtemperatur. Dafir wurden Gold-kerggi
Zweitantikorper verwendet, die an den jeweils verwendeten Erstantikiinmen und mit 10
nm grof3en Goldpartikeln gekoppelt waren (British Biocell InternatidBatdiff, UK). Im
Anschluss an die Immunmarkierung wurden die Replika 3 mal fur 5 MinuteRBIS
gewaschen, 10 Minuten in 0,5 % Glutaraldehyd-L6sung (in PBS) fixiert bschbel3end 2
mal fir 5 Minuten mit ddbD (doppelt-destilliertes Wasser) gewaschen. Die auf diesseéWei

immunmarkierten Gefrierbruch-Replika wurden auf unbeschichtete Kupfehest (400
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mesh) aufgefischt und im Transmissions-Elektronenmikroskop (EM 902 Ass,Zei
Oberkochen, Deutschland) untersucht. Die Dokumentation erfolgte entwediey &B6M-
Film) oder digital mit Hilfe einer CCD-Kamera (Fast 8d4&l14, TVIPS GmbH, Gauting,
Deutschland).

2.3 Verbesserung der Gefrierbruch-Immunogold-Markigungstechnik und

Optimierung der Markierungseffizienz

Um die Mdglichkeiten einer Verbesserung der Technik der Gefridtdmmunogold-
markierung und einer Optimierung der Markierungseffizienz zu untensucingrde eine
Reihe von Versuchen durchgefiihrt, wobei zum gro3ten Teil das Membran@atesalin-1
(Cav-1) in 3T3-Mausfibroblasten als Modellprotein diente. Dieses iRnoterde gewéhlt, da
die Versuche auch der Strukturaufklarung der Caveolen und der Verteisi@@adel an den
Caveolen und in der Plasmamembran dienen sollten. Dariiber hinaus Whrtelisuchung
des Cav-1 mit Hilfe der Gefrierbruch-lmmunogoldmarkierung berdibliert, so zum
Beispiel bei der Lokalisation von Cav-1 in der Zelle (Robenek et al. ROBenek et al.
2004) sowie an Caveolen an der Plasmamembran (Takayama et al. 199@td-@i al.
2000, Westermann et al. 2005).

In den durchgefihrten Versuchen wurden unterschiedliche fir die Gefrierbruc
Immunmarkierung relevante Parameter abgedndert, um deren Einfluks dia
Markierungsrate auszutesten. Dazu erfolgte zunachst eine ®arggr Platinschichtdicken
fur die Replikaherstellung, da in verschiedenen Versuchen eine Abhangid&ei
Markierungsrate von der aufgedampften Platin-Schichtdicke beobachtdennvé&onnte.
Weiterhin wurden die Emissions-Parameter an der Verdampferdielleode) wéhrend des
Bedampfungsvorganges und die Goldkorngrol3e der Zweitantikorper variigibdddninaus
wurde eine alternative Nachweismethode des Erstantikbrpers gegeh gewahlt (Cerium-
Phosphat-lmmunmarkierung). Diese hier aufgezéhlten Untersuchungen siRdigenden

naher beschrieben. Fur die Kontrollen wurden jeweils nur Zweitantikorper eingesetzt
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2.3.1 \Variation der Bedampfungsparameter

Es wurden zum einen Replika mit unterschiedlichen Platin-Schichtdiekegestellt und zum
anderen eine umgekehrte Bedampfungsreihenfolge mit Kohlenstoffséds end Platin als
zweiter Bedampfungsschicht durchgeflihrt. Zunachst erfolgte eine padsymit einer 20-
30 nm dicken Kohlenstoffschicht, wonach eine 2-2,5 nm dicke Platinschichtdaofgé
wurde. Der genaue Versuchsansatz ist in Tabelle 2.1 dargestelthSder Gefrierbruch, die
Bedampfungen als auch die anschlieRende Immunogoldmarkierung wurden wie in 2.2
beschrieben durchgefihrt. Dabei wurde zur Immunmarkierung als Erstpetik@av-1
polyclonal rabbit IgG (N-20; Santa Cruz Biotechnology, Inc.) in ein®® ¥erdinnung mit
LBB eingesetzt. Dieser Antikorper bindet spezifisch an den N-iheisnvon Cav-1. Die
spezifische Bindung des Erstantikorpers wurde mit einem Gold-kongmigweitantikbrper
(goat anti-rabbit IgG plus 10 nm Goldpartikel, British Biocell Intgional, 1:50 in LBB)
nachgewiesen. Die auf diese Weise immunmarkierten Replika konntenadbmNetzchen
aufgefischt und im TEM untersucht werden. Die Anzahl der Goldpanikete fir die
jeweiligen Bedampfungstypen ausgezéahlt und miteinander verglichelerggdnisse sind in
3.1.1 dargestellt.

Tabelle 2.1 Variation der Bedampfungsparameter

Bedampfung 1. Bedampfungsschicht 2. Bedampfungsschicht
1 2,5nm Pt 20-30 nm C
2 1,5 nm Pt 20-30 nm C
3 20-30 nm C 2-2,5 nm Pt

2.3.2 Variation der Emissions-Parameter

In verschiedenen Versuchen der Gefrierbruch-Immunogoldmarkierung konngeste#t
werden, dass sich die Markierungsraten fir das gleiche Proteibliehhenterschieden,
obwohl die jeweiligen Versuchsbedingungen konstant waren. Um dieses Phéazome
untersuchen, wurden die Parameter der Aufdampfzeit und der Emissiorstanke an der

Verdampferquelle (Kathode) wahrend des Bedampfungsvorganges verdndertdeAus
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.Praxis® waren schon unterschiedliche Bedampfungsverlaufe bekannt.Emigsions-
spannung betrug dabei konstant 1,35 kV, und die gemessene Platinschichtdikkestemt
2,5 nm. Die genauen Versuchsbedingungen sind in Tabelle 2.2 dargestditinkiaogold-
Markierung von Cav-1 wurde wie in 2.2 beschrieben durchgefuhrt, die Goldpartikel
ausgezahlt und die Markierungsraten fiur die unterschiedlichen Bedampfuntgnander

verglichen. Die Ergebnisse sind in 3.1.2 aufgefiihrt.

Tabelle 2.2 Variation der Emissionsparameter

Bedampfung Bedampfungstyp Emissionsstromstdrke Aufdampfzeit

1 2,5 nm Pt/C 89 mA 12 sec
2 2,5 nm Pt/C 65 mA 24 sec
3 2,5 nm Pt/C 59 mA 35 sec

2.3.3 Gefrierbruch-Immunogoldmarkierung von Aquaporin 1 (AQP1)

Die Gefrierbruch-lImmunogoldmarkierung an AQP1 wurde durchgefihrt, um zprufeer,
ob die Markierung eines ,echten“ Transmembranproteins ebenfalls vorsaméelichen
Bedampfungsparametern abhangt, wie es bei dem ,HalbmembranproteevliG&l der Fall
ist. Bei den Aquaporinen handelt es sich um eine Familie von Transergondteinen, die
Wasser durch Zellmembranen transportieren. Bis jetzt konnten 11 Aquapmemdiziert
werden. AQP-1 war das erste identifizierte Mitglied dieseotdhfamilie und wird
Uberwiegend in Zellen exprimiert, flr die ein hoher Netto-Wasseport charakteristisch
ist, wie zum Beispiel im proximalen Tubulus und roten Blutzellen. h§ec
Transmembranhelices mit zwei hoch konservierten Schleifen (B urdieejas Signalmotiv
Asparagin-Prolin-Alanin (NPA) beinhalten, verankern AQP-1 in dernzathbran. AQP-1
bildet Tetramere aus, wobei jedoch jede Untereinheit ihre eigemre Rir den
Wassertransport besitzt (Agre et al. 2002). Fur den Gefrierbruch @ndimidnunogold-
Markierung von APQ1 wurden humane Erythrozyten verwendet. Dazu wurden Biofgen
Blut fir 1 Minute bei 90 x g (1000 rpm) zentrifugiert (Biofuge stsatHeraeus Instruments)
und die pelletierten Erythrozyten kryofixiert. Es erfolgten unteesttiche Bedampfungen,
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die in Tabelle 2.3 dargestellt sind. Fur die Immunmarkierung wurdérstantikbrper AQP1
H-55 IgG (Santa Cruz Biotechnology, Inc.) verwendet, der fur die Amimes&15 bis 269
von AQP1 spezifisch ist. Dieser erkennt den Molekilbereich direkt hidesr 6.
Transmembranhelix bis hin zum C-Terminus des Proteins. Als Avikiigper wurde ein
goat anti-rabbit 1gG plus 10 nm Goldpartikel (British Biocell Intgronal) verwendet.
Nachdem die Markierung wie in 2.2 beschrieben durchgefthrt worden war, katieten
Replika auf Netzchen aufgefischt und im TEM ausgewertet werdea. eihzelnen
Markierungen wurden fur die unterschiedlichen Bruchflachen und Bedampfunggzahis

und miteinander verglichen. Die Ergebnisse sind unter 3.1.3 dargestellt.

Tabelle 2.3 Bedampfungsparameter fur die GefrigtoImmunogoldmarkierung von AQP1

Bedampfung Bedampfungstyp
1 2,5 nm Pt/C
2 1,5 nm Pt/C
3 C/Pt

2.3.4 Cerium-Phosphat-Immunmarkierung an Gefrierbruch-Replika

Um zu testen, ob eine Wechselwirkung zwischen der aufgedampftems&hatht und den
Goldpartikeln des Zweitantikdrpers stattfindet, wurde als altemmdtiachweismethode fur
den gebundenen Erstantikdrper gegen Cav-1 ein ,Cerium-Phosphat-Nactiwelsjefuhrt.
Fur diesen Versuch wurden 3T3-Mausfibroblasten verwendet, die wie in ZRribbsn
behandelt und gefriergebrochen wurden. Es erfolgten 2 Bedampfungsvarianmegingn die
konventionelle Pt/C- und zum anderen die umgekehrte C/Pt-Bedampfungnhénktoff als
erster Replikationsschicht. Die genauen Parameter sind in Tabdllalargestellt. Die
spezifische Bindung des Erstantikrpers gegen Cav-1 wurde mit @ikatischen
Phosphatase, gekoppelt an dem Zweitantikbrper goat anti-rabbit Ig&)2-f& (alkalische
Phosphatase, Santa Cruz Biotechnology), nachgewiesen. Die Inkubatiorteeftolg2
Stunden bei Raumtemperatur. Bei alkalischen Phosphatasen handeit @ gazyme, die
die Hydrolyse von Phosphorsaureresten katalysieren und ihr Aktivitatsmptinm

alkalischen Bereich haben. Fir die Durchfihrung der Immunmarkierung konntendzite
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mit einem Phosphatpuffer gearbeitet werden, da dieser als Sufistraie alkalische
Phosphatase fungiert hatte. Daher wurde fur die Waschungen wahrendremharkierung
und fur die Herstellung des LBB-Puffers TBS (Tris-bufferedngall0 mM Tris/HCI pH 7,5,
150 mM NacCl) anstatt PBS verwendet. Die Immunmarkierung erfolaté dem unter 2.2
beschriebenen Prinzip. Der Nachweis der gebundenen alkalischen Phosphadtdamit des
Erstantikérpers wurde nach der von Halbhuber et al. (1994) beschriebenen Methode
durchgefuhrt. Die alkalische Phosphatase katalysiert dabei diettimgedes Substrates
p-Nitrophenylphosphat @E1,NNa&OgP-6 HO), wobei in Anwesenheit von Ceriumchlorid
(CeCB) ein schwer l6slicher Cerium-Phosphat-Komplex (Ce(HffCausféllt, der als
kontrastreiche Struktur elektronenmikroskopisch nachweisbar ist. Dazu rwuddke
unterschiedlich bedampften Replika in einem Glycin/NaOH-Puffer (80Gtycin/NaOH pH

10, 30 % w/ v Sucrose, 25 mM Tricin, 3 mM Ceriumchlorid), dem 1 mM
Nitrophenylphosphat zugesetzt wurde, fir 45 Minuten bei 37 °C inkubiert. Dpk&e
wurden anschliel3end mit substratfreiem Glycin/NaOH-Puffer 25mdinuten und dann 3
mal 5 Minuten in TBS gewaschen. Die Fixierung erfolgte wie sdbeschrieben fur 10
Minuten in 0,5 % Glutaraldehyd (in TBS). Nachdem die Replika 2 malddtitO gespdilt
worden waren, konnten sie auf Netzchen aufgefischt und im TEM ausgewerden. Die
Markierungseffizienz fur die unterschiedlichen Bedampfungstypen wurdend der
Intensitat des Cerium-Phosphat-Niederschlags miteinander verglibie Ergebnisse dieses
Versuches sind im Ergebnisteil unter 3.1.4 dargestellt.

Tabelle 2.4 Bedampfungsparameter fiir die Ceriuwsphat-Markierung

Bedampfung 1. Bedampfungsschicht 2. Bedampfungsschicht

1 2,5 nm Pt 20-30nm C

2 20-30 nm C 2-2,5 nm Pt
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2.3.5 Variation der Goldkorngrof3e —

Einfluss der GoldkorngroR3e auf die Markierungseffizienz

In der Einleitung wurde auf die Grundlagen und Methodik der Gefrierbruchiiragold-
markierung eingegangen. In Abbildung 1.7 ist eine schematische Ansgl@udrschnitts
durch eine Immunogold-markierte Replika dargestellt (Fujimoto 1997).elediAbbildung
ist zu erkennen, dass die Goldpartikel 20-30 nm entfernt von dem markiepitop
lokalisiert sind. Die Gréf3e des Immunogoldkomplexes misste somitmalx30 nm
betragen. Um die Dimensionen des Antikérper-Goldkomplexes darzustellede vder
Zweitantikorper-Goldkomplex (goat anti-rabbit IgG plus 10 nm GoldpartBetish Biocell
International) negativ kontrastiert (Nermut 1972). Dazu wurden 10 pAwkgkorperldsung
auf ein Stuck Parafilm aufgebracht und ein beglimmtes Kupfernetd&8paitter-Coater SCD
005, Beglimmungskopf ohne Sputter-Target BAL-TEC) fir 10 Minuten aukedidsopfen
gelegt, um den Antikérper an das Netzchen adsorbieren zu lassenef2aked wurde kurz
in ddHO gespiilt und dann fur 5 Minuten auf einen Tropfen (50 pl) Uranyladedatvw/ v in
ddH,0O) gelegt, um die Antikérper zu kontrastieren. Daraufhin wurde Ubersghiss
Flissigkeit mit einem Filterpapier abgesaugt und das NetzchefRE& untersucht. Die
GrofRe des Antikorper-Gold-Komplexes konnte auf diese Weise bestinenakenv (siehe

Ergebnisse unter 3.1.5).

Um herauszufinden, ob die Gro3e der an die Epitope gebundenen Immunogold-Komplexe
einen Einfluss auf die Markierungsrate hat, wurden Zweitantikdrperunterschiedlicher
Goldkorngrof3e getestet. Dazu erfolgte wie schon beschrieben eierefth an NIH-3T3-
Mausfibroblasten mit anschlielender Kohlenstoff-Bedampfung (C). Dmutmarkierung

von Cav-1 wurde wie in 2.2 beschrieben mit dem Erstantikérper Cav-1 N-20opalyabbit
(Santa Cruz Biotechnology, Inc.) durchgefiihrt, wobei Zweitantikdrper sstzfewurden, die

mit 10 nm, 5 nm und 2 nm grol3en Goldpartikeln konjugiert waren (goat anti-lg@lplus 5

nm Goldpartikel, goat anti-rabbit IgG plus 2 nm Goldpartikel, Britisbc8ll International).
Dieser Versuchsansatz ist in Tabelle 2.5 dargestellt. Diegliagé Weise immunmarkierten
Replika wurden dariber hinaus mit dem Philips CM 120 untersucht, um das
Verteilungsmuster des goldmarkierten Caveolins in einer Goniordgipserie zu
analysieren. Die Kippserien sowie die Anfertigung der 3D-Rekonstnexti erfolgte unter
Mithilfe von Herrn Dipl. Ing. Steiniger (Elektronenmikroskopisches ZenirKlinikum der

FSU Jena). Die Ergebnisse dieser Versuche sind in 3.1.5 dargestellt.
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Tabelle 2.5 Variation der Goldkorngrof3e

Bedampfung Bedampfungst)]p Zweitantikorper
1 C goat anti-rabbit IgG plus 10 nm Goldpartike]
2 C goat anti-rabbit IgG plus 5 nm Goldpartikel
3 C goat anti-rabbit IgG plus 2 nm Goldpartikel

2.3.6 Rasterelektronenmikroskopische Untersuchungen der Caveolen-kéran

Neben den Untersuchungen der Gefrierbruch-lmmunogoldmarkierung wurden auch
rasterelektronenmikroskopische Analysen der caveolaren Membranen von 3T3-
Mausfibroblasten durchgefiihrt. Zum einen wurden mit 10 nm Goldpartikeln imarlierie
Replika von 3T3-Mausfibroblasten verwendet, die mit der schon beschriebenen
Gefrierbruchtechnik hergestellt worden waren. Die Untersuchung diegdika erfolgte im

LEO 1530 ,Gemini* (Zeiss, Oberkochen) mit einem ,Centaurus“ BSERer (back-
scattered electron, K.E. Developments Ltd., United Kingdom), wobei {ézieste
protoplasmatische Spaltflache der Plasmamembran dargestedénvsollte. Zum anderen
wurden 3T3-Mausfibroblasten nach der von Erlandsen et al. (2001) beschriebetherld
fixiert und ebenfalls im Raster EM untersucht, um die caveolatarktGren der Zellen
darzustellen. Dazu wurden die Zellen auf Glasplattchen kultivieg.adf den Glastragern
aufgewachsenen Zellen wurden 2 mal mit Na-Cacodylat-Puffer (0,AHV,2) gewaschen

und for 30 Minuten in 2,5 % Glutaraldehyd fixiert. AnschlieBend wurde die menola
Zellschicht erneut 2 mal fur je 5 Minuten mit Na-Cacodylat-Rufjewaschen und 45
Minuten mit OsQ (Osmiumtetroxid, 1 % in Cacodylat-Puffer) fixiert. Die Zallevurden

dann 2 mal fur je 5 Minuten mit Cacodylat-Puffer gespilt, in eingist@igenden
Alkoholreihe (10 %, 20 %, 30 %, 50 %, 70 %, 80 %, 90 %, 2 mal 100 % Ethanol fllsjewei
10 Minuten) entwéssert und einer Kritisch-Punkt-Trocknung (CriticatitHaiyer CPD 030,
BAL-TEC) unterzogen. Die mit den Zellen bewachsenen Glasplattieiieten mit LeitC-
Klebefolie (Plano GmbH) auf Trager aufgeklebt und mit Gold Spbedampft (Sputter
Coater SCD 005 mit Goldtarget, BAL-TEC), bevor sie im Rastkbeinenmikroskop

untersucht werden konnten.
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2.4 Darstellung der an Gefrierbruch-stabilisierten Membranhalften

gebundenen Komponenten

Wie schon zuvor erwdhnt, konnte in verschiedenen Versuchen der Gefrierbruch-
Immunogoldmarkierung von Caveolin-1 festgestellt werden, dass die Margsrate je nach

Art der Bedampfung unterschiedlich war. Es war zu beobachten, dassbnahmender
Platinschichtdicke die Markierungsrate im Mittel effizientear als bei dick aufgedampften
Platinschichten. Die im vorherigen Abschnitt dargestellten Versutieaten alle der
Optimierung der Markierungsrate fir Cav-1 im Speziellen und derrigBatch-
Immunmarkierung im Allgemeinen. Im folgenden Abschnitt wird nun auf geini
Untersuchungen eingegangen, die die Ursachen dieser Phdnomene ergrilederDeol
Grundlage fur diese Versuche war die Hypothese, dass sich die Mengach der SDS-
Reinigung gebundenen Komponenten wie Proteine und Lipide an den Replikaistadili
Membranhélften je nach Bedampfungstyp unterscheidet, so dass bei nKohtenstoff
bedampften Membranspaltflachen mehr zu markierendes Materiah tddibt als bei Pt/C-
bedampften Membranhalften, was sich in einer verbesserten Markieiengsi3ern sollte.
Daher wurde nun versucht festzustellen, ob an den C/Pt oder nur mit Kofileedampften
Replika mehr Material anhaftet als an normal bedampften Repik&@)( Zunachst wurden
dazu die Replika mit verschiedenen Kontrastierungsmethoden kontrastiedje an den
Replika haftendenden Komponenten sichtbar zu machen und fir die verschiedenen
Bedampfungstypen zu vergleichen. AuRRerdem erfolgte die Herstellung von
Ultradinnschnitten immunmarkierter Replika, um die Gefrierbruch-sigbien
Membranhélften sichtbar zu machen und eventuelle Schichtdickenuntersctiésde
anhaftenden Materials festzustellen. Des weiteren wurden bggds€tBedampfungen
durchgefuhrt, so dass sich die Membranhalften zwischen den kontrasaeiche
Bedampfungsschichten darstellte und deren Schichtdicken fir die untdlisbieie
Bedampfungstypen miteinander verglichen werden konnten. Diese Untersuclsimdjen

den nachfolgenden Abschnitten genauer erlautert.
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2.4.1. Einbettung und Ultradlinnschnitt von Replika-stabilisierten Menbranhélften

Fir die Einbettung und den Ultradiinnschnitt der immunmarkierten Replika wai@:L1-
Adipozyten eingesetzt, die wie in 2.1 beschrieben differenziert wavdesn. Dieser Zelltyp
bildet eine hohe Zahl an Caveolen aus (Forbes et al. 1979) und solltebdaber geeignet
sein als die 3T3-Mausfibroblasten, um in den Dunnschnitten noch Markierungimday
machen zu kénnen.

Der Gefrierbruch der Adipozyten erfolgte wie in 2.2 beschrieben, wbliterschiedliche
Bedampfungsvarianten verwendet wurden. Zum einen wurden die Membrandspaitfiait
einer Platin-Kohlenstoff-Schicht (Pt/C) und zum anderen nur mit Kotarisedampft (C),
um festzustellen, ob an den Kohlenstoff-Replika mehr MembranmatagaProteine und
Lipide haften bleibt als an den Platin-Kohlenstoff-Replika (siehdell@a 2.6). Die
Immunogoldmarkierung erfolgte wie in 2.2 beschrieben. Nach der Fixieten&eplika in
0,5 % Glutaraldehyd (10 Minuten) wurden diese zunachst jeweils 2 mai&eéviimit ddHO
und Natrium-Cacodylat-Puffer g8sAsO,Na x 3 HO, 1 M, pH 7,2) gespult. Anschliel3end
erfolgte ein Kontrastierungsschritt mit Os@smiumtetroxid, 1 % in Cacodylat-Puffer) fur
30 Minuten. Die Replika wurden danach 2 mal fir 5 Minuten mit CacodyféP
gewaschen und dann in einer aufsteigenden Alkoholreihe entwéssert, véirenddessen
noch ein zweiter Kontrastierungsschritt mit Uranylacetat gtéolDie genaue Durchfihrung
der Entwésserung ist in Tabelle 2.7 dargestellt. Im Anschlusedindivasserung konnte die
Einbettung nach Angaben der Firma Agar Scientific Ltd. (EsseXaktigerfolgen (Glauert
and Glauert 1958). Dazu wurden die Replika zundchst fir 2 Minuten in Propglenox
inkubiert. Dann erfolgte die Inkubation in einem Araldid-Propylenoxid-Gem{&:2) fur 30
Minuten, in Araldid-Propylenoxid (1:1) ebenfalls fir 30 Minuten und in Araldid
Propylenoxid (2:1) tber Nacht. Zuletzt wurden die Replika in pures Ardiloerfihrt, dem
ein Katalysator (BDMA, Benzylmethylamin) zugesetzt war. Bieshartung erfolgte in einer
Gummiform bei 60 °C fir 48 Stunden. Die ausgehéarteten Araldid-Blockchen kodate
aus der Form herausgeldost und Dinnschnitte unter Mithilfe von Frau Bestkut fur
Pathologie, Klinikum der FSU Jena) angefertigt werden (LKB 8800#atdime Ill, LKB
Produkter AB, Bromma, Schweden), die nach der Methode von Reynolds (1963) lemtrast
wurden. Der Ansatz fur die Kontrastierung mit Bleicitrat isfTabelle 2.8 aufgelistet, wobei
die Kontrastierungsdauer 15 Minuten betrug. Die Dinnschnitte wurden imaliSfewertet
und die unterschiedlich bedampften Replika-stabilisierten Membramhaiftéeinander

verglichen (siehe Ergebnisteil 3.2.1).
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Tabelle 2.6 Bedampfungsparameter Tabelle 2.7 Esewéngsschritte
Bedampfung | Bedampfungstyp EtOH- inkubation
Konzentration
1 Pt/C .
30 % 5 Minuten
2 C 0
50 % + 30 Minuten
Uranylacetat
50 % 5 Minuten
70 % 5 Minuten
96 % 3 x 5 Minuten
100 % 3 x 5 Minuten

Tabelle 2.8 Kontrastierungslésung

Kontrastierungslosung

3 ml Stammlosung 1 (2,66 g Bleinitrat in 30 ml gdH
+ 3 ml Stammlésung 2 (4,3 g Natriumcitrat in 30 ml gaH

Mischen

+1,6 ml 1 N NaOH
+ 2,4 ml ddBEO

Filtrieren

2.4.2 Schichtdickenbestimmung der Membranhélften immunmarkieer Replika mit

Hilfe der beidseitigen C-Bedampfung

Die beidseitige Kohlenstoffbedampfung immunmarkierter Replika einofiigl die
“Einbettung” der Replika-stabilisierten Membranhélften zwischerei zkontrastgebenden
Kohlenstoff-Schichten, von denen sie sich abgrenzen und analysieren lEsskasem
Versuch sollte zunachst tberprift werden, ob sich die Antikorper-Dimensiméseitig C-
bedampfter Replika darstellen lassen und ob diese Methode geeignet iSchichtdicken-

Unterschiede der an den Replika anhaftenden Membrankomponenten aufzuzeen. Da
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wurden 3T3-Mausfibroblasten gefriergebrochen und die entstandenen Bruahftéithesner
Kohlenstoff-Platinschicht (C/Pt, inverse Bedampfung) bedampft. DieS-§ieinigten
Replika wurden anschlieRend wie schon zuvor beschrieben (2.2) immunmaskiertolgten
3 unterschiedliche Markierungsansétze, bei denen einige Replika rackierty einige nur
mit dem Erstantikbrper (Cav-1 N-20 polyclonal rabbit 1gG) und einige Bnst- und
Zweitantikorper (Cav-1 N-20 polyclonal rabbit, goat anti-rabbit IgG puisim Goldpartikel)
immunmarkiert wurden (siehe Tabelle 2.9). Diese Versuchsanordnungeen sodligen,
inwiefern sich die Schichtdicken der unterschiedlich markierten Reptabilisierten
Membranhélften unterscheiden und welchen Anteil die gebundenen Antikorpletschic
daran haben. Nachdem die Replika auf diese Weise markiert worden, veafolgte die
Fixierung fur 10 Minuten in 0,5 % Glutaraldehyd. Die Replika wurden dannl 2nndaH,O
gespult, auf Kupfernetzchen aufgefischt und luftgetrocknet. Im Ansctlrss konnte die
Bedampfung mit einer zweiten Kohlenstoffschicht durchgefiihrt werdenu Rarden die
Netzchen mit den Replika in die Gefrierbruch-Anlage eingebracht endictkseite mit einer
~20 nm dicken Kohlenstoffschicht bedampft. Die auf diese Weise b&dbeilampften
Replika konnten dann im TEM ausgewertet werden (siehe Ergebnisse 3.2.2).

Tabelle 2.9 Immunmarkierung beidseitig C-bedaemdReplika

Bedampfung 1. Bedampfund Immunmarkierynd@. Bedampfung
1 C/Pt - C
2 C/Pt Erstantikdrper C
3 C/Pt 1. + 2. Antikorpe C

2.4.3 Schichtdickenbestimmung der Membranhalften unterschdlich bedampfter
Replika mit Hilfe der beidseitigen C-Bedampfung

Neben der oben erwéhnten beidseitigen C-Bedampfung immunmarkiertdaReypide noch
eine zweite beidseitige C-Bedampfung an nicht markierten Reglikehgefiihrt. Dieser
Versuch erfolgte ebenfalls an 3T3-Mausfibroblasten. Dabei wurden die Gefrierbruch
entstandenen Bruchflachen unterschiedlich bedampft. Es erfolgte eine komekst2 nm

Pt/C-Bedampfung, eine dinne 1,5 nm Pt/C- und eine C/Pt-Bedampfung min&ioffiels
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erster Replikationsschicht (siehe Tabelle 2.10). Die Replika wuntsshkellend wie in 2.2
beschrieben mit SDS gereinigt, gewaschen und fixiert. Nach derisdteen Fixierung mit
Glutaraldehyd konnten die Replika mit dgH gewaschen und auf Kupfernetzchen
aufgefischt werden. Diese wurden dann umgedreht, die Rickseitenent~&10 nm dicken
Kohlenstoffschicht bedampft und im TEM ausgewertet. Mit Hilfe eliagersuchsanordnung
sollte Uberpruft werden, ob bei einer Bedampfung mit einer diinnen Phatimsoder bei der
C/Pt-Bedampfung mehr Membranmaterial an den Replika haften blé&btama den
Membranspaltflachen, die mit einer konventionellen Pt/C-Bedampfungiszpivorden sind.
Durch die rtickseitig aufgebrachte Kohlenstoffschicht werden diesebkéahalften aufgrund
der zwei kontrastreicheren Schichten abgegrenzt und lassen sicliransmissions-
elektronenmikroskop darstellen. Die Schichtdicken der Gefrierbruchisiattén Membran-
halften wurden an den Caveolen untersucht und mit Hilfe der Softwadeef@CD-Kamera
(EM-MENU 4) ausgemessen (siehe Ergebnisse 3.2.3).

Tabelle 2.10 Bedampfungsparameter fur die bdigeeC-Bedampfung

Bedampfung 1. Bedampfung 2. Bedampfung
1 2 nm Pt/C C
2 1,5nm PY/C C
3 C/pt C
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2.5 Charakterisierung und Strukturanalyse der Caveten-Membran

Die in den vorherigen Abschnitten behandelten Versuche an Caveolen diempéséablalich

der Untersuchung zur Optimierung der Gefrierbruch-Immunogoldmarkierungliesem
Abschnitt sollen nun die Methoden zur Charakterisierung und zur Struktisendbsr
Caveolen-Membran erlautert werden. Die Charakterisierung beméhdabei vor allem auf
Untersuchungen zur proteinbiochemischen Zusammensetzung von Caveolen, edsedeiitt
Gefrierbruch-Immunogoldmarkierung am Beispiel von Flotillin-2, f-AcBT,RF und eNOS
durchgefihrt wurden. Aul3erdem sollten die Isolierung caveolinreicher Meohtomanen, die
Immunprézipitation von Caveolen und Rekonstitutionsversuche in Kombination mit
elektronenmikroskopischen Methoden einen Einblick in den strukturellen Aufbau der

Caveolen geben.

2.5.1 Untersuchungen an “Caveolen-Proteinen”

Neben dem Caveolin-1 wurden auch einige Proteine untersucht, die in Qal@alksiert
wurden und funktionell mit Caveolen und Caveolin-1 in Zusammenhang gebrachinwurde
Hierbei ist zunachst Flotillin-2 zu nennen. Flotillin oder Reggletilkn wurde biochemisch
aus Triton X-100 unléslichen, Caveolin-reichen Membrandomanen mittelseBieldienten-
zentrifugation isoliert und als Caveolae-assoziiertes Proteinielef(Bickel et al. 1997).
Zudem sollen sie mit Caveolin interagieren und hetero-oligomere Komilden (Volonte

et al. 1999). Andere Ergebnisse sprechen jedoch gegen eine Kolokalslrdsiochemische
Interaktion (Stuermer et al. 2001, Souto et al. 2003). Mit Hilfe derri€slefuch-
Immunogoldmarkierung sollte untersucht werden, ob Flotillin-2 in caveoBeesichen der

Plasmamembran lokalisiert ist.

Die Actinfilamente, die aus dem Protein Actin aufgebaut sind, sibedmden Mikrotubuli
und den Intermediarfilamenten Hauptbestandteil des zellularen CwtiskdDas Actin-
Cytoskelett ist ein dynamisches, filamentoses Netzwerk und edké&irt multiple zellulare
Funktionen wie zum Beispiel Zellbewegung, Morphogenese, Polaritat urtkildet

(Drubin et al. 1996, Mitchison et al. 1996). Ultrastrukturelle und biochemisciadysen
brachten das Actin-Cytoskelett mit caveolaren Funktionen in Verbinduman(Cet al. 1994,
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Fujimoto et al. 1995, Lisanti et al. 1994, Parton et al. 1994). Dartber hpalisAstin eine
entscheidende Rolle in der Stabilisierung der Caveolen an der Riasmbaan, wobei
zusatzlich das Actin-bindende Protein Filamin als Ligand fir Cavéoidentifiziert werden
konnte (Stahlhut und van Deurs 2000, Thomson et al. 2001). Mittels der Gefierbruc
Immunogoldmarkierung sollte die Verteilung des Actins untersucht und_ekadisation an

der caveolaren Membran nachgewiesen werden.

Die endotheliale Isoform der Stickstoff-Monoxid Synthase (eNOS)lysaert die Reaktion
zur Produktion von Stickstoff-Monoxid aus L-Arginin (Michel und Feron 1997, Mongada
Higgs 1993) und wird durch eine Vielzahl von transkriptionalen, posttranskrgiéin und
posttranslationalen Mechanismen reguliert (Fulton et al. 2001, Kone 200eIMied Feron
1997). Protein-Protein-Interaktionen reprasentieren einen wichtigen gos$dtionalen
Regulationsmechanismus der eNOS-Aktivitat. Es konnte gezeigt nvetdes Calmodulin als
allosterischer Aktivator fir eNOS fungiert, wobei Caveolin direkt @MOS interagiert und
dieses inhibiert (Fulton et al. 2001, Kone 2000). AuRerdem wurde eNOS in Erdbhémein
spezifischen zellularen Doménen lokalisiert wie zum BeispielGaigi und in Caveolen
(Garcia-Cardena et al. 1996, Feron et al. 1996, Fulton et al. 2002). Dater dsel
Lokalisation von eNOS anhand von Untersuchungen mittels Gefrierbruch-

Immunogoldmarkierung tberprift werden.

Durch Immunprazipitation aus solubilisierten Plasmamembranen vonnRatipozyten
konnte PTRF, ein bisher noch nicht in Caveolen nachgewiesenes Prot&astalisdteil von
Caveolen identifiziert werden (Aboulaich et al. 2004, Vinten et al. 2008FFnteragiert
mit TTF-1 (transcription termination factor 1) und erleichtertigsoziation von pre-rRNA,
Poll (Polymerase 1) und TTF-1 (Jansa et al. 1998). Caveolen solléhelals fir das
Targeting und die posttranslationale Modifikation durch Proteolyse vorFRIAE anderen
Proteinen mit PEST-Doméanen fungieren. Als PEST-Domanen bezeiclameBareiche in
der Aminosduresequenz eines Proteins, die reich an Prolin, Glutarein&enn und
Threonin sind. Diese stellen Erkennungsdomaénen fir Signalproteine dar,diePdoteolyse
reguliert werden (Rechsteiner und Rogers 1996). Caveolen sind daher mvoividie
Bindung, die Relokation und die durch Phosphorylierung bedingte proteolytischelkontr
des Transkriptionsregulators PTRF und anderen Signalproteinen mit -BP&8dnen
(Aboulaich et al. 2004). Vinten et al. (2001) konnten eine Kolokalisation von RWiRF

Caveolin nachweisen. Die caveolare Lokalisation und die KolokalisationCawveolin-1
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sollte mit Hilfe der Gefrierbruch-Immunmarkierung im Zuge diegebeit kontrolliert

werden.

Die Gefrierbruch-Immunogoldmarkierungen wurden an 3T3-Mausfibroblasten efiibinig
wobei in einer SDS-PAGE zunachst die verwendeten Antikdrper fur dreitimarkierung an
NIH-3T3-Zellen und 3T3-L1-Praadipocyten ausgetestet wurden. Dazu wuel&eltén vom
Boden der Kulturflasche abgeschabt, in PBS aufgenommen und fir 5 Minut&hgi (800

rpm) zentrifugiert. Das Zellpellet wurde anschlieBend in Lysigpuf§iehe Tabelle 2.11)
aufgenommenDie Proteinbestimmungrfolgte nach der Methode von Layne (1955), wobei
die optische Dichte der Zell-L6sung bei 260 nm und 280 nm gemessen wuidardeseine

1:20 Verdunnung hergestellt und bei 260nm und 280nm Wellenlange im Photometer (UV
VIS-Spectrometer, Shimadzu) gegen Lysispuffer gemessen. MiFdé&torF (E280 : E260)

konnte nach folgender Formel der Proteingehalt bestimmt werden:

mg Protein/ ml=F-d- Ezg (d=1cm).

Der Nachweis der Proteine erfolgte mit Hilfe der SDS-Rwiamid-Gelelektrophorese
(nach Laemmli, 1970) und Western-Blot-Analyse (nach Towbin et al. 197@eZlysierten
Zellen wurde zunachst Dithiotreitol (DTT, 10 % w/v) und Bromphenolblau (M¥%00,2 %
Bromphenolblau in Ethanol absolut) gegeben, bevor sie fir 5 Minuten in kochendsseiV
inkubiert wurden, um die Proteine aus den Zellen zu denaturieren. Danadnvjeweils 50
ng Gesamtprotein auf das Polyacrylamidgel aufgetragen und fufabnde Stunden eine
Spannung von 60 Volt angelegt, wobei ein Laufpuffer (10fach konzentriert: 1(Bydin,
0,25 M Tris base, 0,05 % SDS w/ v, siehe Tabelle 2.11) verwendet wurdézlichsé&urde
ein Molekulargewichtsmarker (Dalton Mark VII-L, Sigma) auf dasl aufgetragen. In
Tabelle 2.12 ist die Zusammensetzung eines PAA (Polyacrylaneid)&aifgelistet. Fir den
Western-Blot wurde das Polyacrylamidgel auf die mit Blot-Ruffehe 2.13) getrankten
Filterpapiere und die Nitrocellulosemembran gelegt, mit BlotdPuffgetrankten
Filterpapiersticken bedeckt und die Luftbasen durch Rollen mit einegeRagas entfernt.
Der Blotting-Vorgang wurde mit einem Gerat der Firma Biomékast Blot B31, Biometra
biomedizinische Analytik GmbH, Goéttingen, Deutschland) fur 1,5 Stunden bei 20 V
durchgefuhrt. Im Anschluss daran wurde die Nitrocellulosemembran oriceBu S
angefarbt, um die Proteine und damit den Erfolg des Western-Blottaxgszuweisen. Die

Entfarbung erfolgte mit ddi®.
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Danach konnte die Membran und die darauf befindlichen Proteine in TBS (I0mNCI
pH 7,5, 150 mM NaCl) mit Milchpulver abgesattigt und schlie8lich mititer TBS
gewaschen werden. Die Behandlung mit den Erstantikdrpern, die fir dieilsje
nachzuweisenden Proteine eingesetzt wurden (siehe Tabelle 2.14}eeiifudg Nacht. Die
Membran wurde danach wieder mit einem Liter TBS gewaschen, unschiissige
Antikorper zu entfernen, und anschlieRend mit den Zweitantikbrpern (siddedler2.14)

behandelt.

Tabelle 2.11 Puffer fir die SDS-PAGE

Lysispuffer

Laufpuffer 10x konzentriert

19 SDS

144 g Glycin

4 ml 1M Tris pH 6,8

30 g Tris base

5 ml Glycerol

59 10 % SDS

mit ddH,O auf 50 ml

mit ddBO auf 1 Liter

Tabelle 2.12 Zusammensetzung des PAA-Gels

Sammelgel Trenngel
Substanz Mengs Substanz Menge
PAA (Polyacrylamid) 4ml Acrylamid (30 %) (w/v) 16l
SG-P (Sammelgelpuffer) Trenngelpuffer 1,5M Tris
) 2,5ml 7,5 ml
1M Tris pH 6,8 pH 8,7
ddH20 4,5 ml 2 % Bisacrylamid (w/v) 26m
10 % APS (w/v)
. 200 pl 10 % SDS (w/v) 300 pl
(Ammoniumpersulfat)
TEMED (N, N, N°, N*- Tetra
o 20 pl ddH20 4,5 ml
methyl-ethyldiamin)
10 % SDS (w/v) (Sodium-
100 pl 10 % APS (w/v) 200 pl
Dodecyl-Sulfate)
TEMED 20 pl
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Tabelle 2.13 Zusammensetzung des Western-Bld¢mRuf

Western-Blot-Puffer
Substanz Menge
Methanol 200 m|
Glycin 14 g
Tris 249
10 % SDS 1 mi
ddHO Add 1 Liter

Tabelle 2.14 Verwendete Antikdrper fiir die WestBtat-Analyse

Protein Erstantikorper Zweitantikorper
Cav-1 Cav-1 N-20 rabbit IgG goat anti-rabbit 1IgG
(1:1000 in TBS, 0,5 % BSA) (1:2000 in TBS, 0,5 % BSA)
Flot-2 Flot-2 mouse IgG goat anti-mouse IgG HRP
(1:1000 in TBS, 0,5 % BSA) (1:2000 in TBS, 0,5 % BSA)
PTRF mouse IgG goat anti-mouse IgG HRP
PTRF (1:500 in TBS, 0,5 % BSA) (1:2000 in TBS, 0,5 % BSA)
. Actin goat IgG rabbit anti-goat IgG HRP
Actin (1:500 in TBS, 0,5 % BSA) (1:2000 in TBS, 0,5 % BSA)
eNOS-1 mouse IgG goat anti-mouse IgG HRP
eNOS-1 ) .
(1:500 in TBS, 0,5 % BSA) (1:2000 in TBS, 0,5 % BSA)

HRP = horseradish peroxidase
Actin goat IgG, Cav-1 N-20 rabbit IgG, Zweitantik@r (Santa Cruz Biotechnilogy, Inc.)
Flot-2 mouse IgG, PTRF mouse 1gG, eNOS mouse |g& Bi®siences)

Der Nachweis der gebundenen Zweitantikbrper und damit der Erstantikibzper der
Proteine erfolgte in einer immunochemischen Luminiszens-Reaktionu Dazde die
Blotmembran zunachst fur 2 Minuten in 10 ml Lésung A (200 ml Tris/HCIBg{ 50 mg
Luminol) mit 3 pl HO, und 1 ml Losung B (11 mg para-Hydroxycoumarinsdure in 10 ml
DMSO) inkubiert. AnschlieBend erfolgte die Filmexposition fir 5 Minutemd die

Entwicklung des Films.
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Die genannten Proteine wurden mittels der Gefrierbruch-Immunogoldmanki untersucht.
Die Aufarbeitung und der Gefrierbruch der 3T3-Mausfibroblasten erfolgtee zuvor
beschrieben. Die Bedampfungsparameter fiir diese Versuche sind ile Tah& und die
verwendeten Antikorper in Tabelle 2.16 dargestellt. Im Fall von PTRifdev eine
Doppelmarkierung zusammen mit Caveolin-1 durchgefihrt. Cav-1 und Flot-2 womtlen
Zweitantikorpern markiert, die mit Gold unterschiedlicher Korngréf3e & 20 nm)

konjugiert waren. Die Ergebnisse dieser Untersuchungen sind in Abschnitt 3.3.1 dargestel

Tabelle 2.15 Bedampfungsparametedit Gefrierbruch-Immunogoldmarkierung

an Caveolen-Proteinen

Bedampfung Bedampfungstyp
1 1,5 nm Pt/C
2 C/Pt

Tabelle 2.16 Verwendete Antikdrper fir die Immuamkierung

Protein Erstantikorper Zweitantikorper
Cav-1 Cav-1 N-20 rabbit IgG goat anti-rabbit IgG + 10 nm Gold
(1:50 in LBB) (1:50 in LBB)
Flot-2 Flot-2 mouse IgG goat anti-mouse 1gG 10 nm Gold
(1:50 in LBB) (1:50 in LBB)
PTRF mouse IgG goat anti-mouse 1gG 10 nm Gold
PTRF ) )
(1:50 in LBB) (1:50 in LBB)
Actin Actin goat IgG rabbit anti-goat IgG 10 nm Gold
(1:50 in LBB) (1:50 in LBB)
eNOS-1 mouse IgG oat anti-mouse IgG 10 nm Gold
eNOS-1 | J J =9
(1:50 in LBB) (1:50 in LBB)

Zweitantikérper (British Biocell Intertianal)
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2.5.2 Isolation caveolinreicher Membrandomanen

Fiur die Untersuchung und Gefrierbruch-Immunogoldmarkierung an Triton-X-wohiéasli
Membrandomanen wurden diese nach der Methode von Lisanti et al. (1994), iebahifizh
Brown und Rose (1992) und Sargiacomo et al. (1993), aus dem Lungengeweh¥isiaer
Ratte @, 254 g, 153 Tage alt) isoliert. 1,8 g des Lungengewebes wurden mit einem
Labormixer zerkleinert, mit 9 ml MBS (25 mM MES pH 6,5; 0,15 M NaCPb Triton-X-

100 v/ v; 1 Tablette Proteaseinhibitor-Cocktail) gemischt und gepdléstVersuchsschritte
wurden bei 4 °C ausgefuhrt. Nach dem Pottern verblieben noch 7,5 ml an ReslgewiDrde

1.1 [v/v] mit 7,5 ml 80 % [w/v] Sucrose gemischt und in 6 Zentrifugenti@mge 2,5 ml
pipettiert. Daraufhin wurden die Proben mit jeweils 9 ml einesdSeeGradienten (30 %-5

%; 4,5 ml 30 % und 4,5 ml 5 % w/v Sucrose in MBS ohne Triton-X-100) Ubersehicht
Anschlie3end erfolgte eine aufsteigende Dichtegradientenzentitiugateiner Optima XL-
100K Ultrazentrifuge von Beckman (Beckman Coulter GmbH) bei 185000 x g (3p690

bei 4 °C und fur 20 Stunden in einem SWA41Ti Rotor von Beckman. Im Anschlusge an di
Dichtegradientenzentrifugation konnte eine lichtbrechende Bande abgesaligh MES-
Puffer pelletiert werden (Rotor 50.2 Ti von Beckman, 4 °C, 0.N.). Der Nashwon
Caveolin-1 erfolgte mit Hilfe der SDS-PAGE und Western-Blotigs® wobei die
Nachweisreaktion mit Hilfe von Chloronaphtol und,Qd4 durchgefihrt wurde. Die
caveolinreichen Membrandomanen wurden in einer Gefrierbruch-Immunogoldroagkie

untersucht. Die Ergebnisse dieser Untersuchungen sind in Abschnitt 3.3.2 dargestellt.

2.5.3 Immunprazipitation von Caveolen

Mit Hilfe der Immunpréazipitation von Caveolen sollte versucht werden,“daveolar coat”

und das Verteilungsmuster von Caveolin-1 an den Caveolen darzustellenvidden NIH-
3T3-Mausfibroblasten angeziichtet und in die Immunprazipitationsversuchesedirig die
nach einem Protokoll von Santa Cruz Biotechnology Inc. durchgefiihrt wurden. Die
konfluente Zellschicht wurde zunachst mit PBS (inklusive Proteasaimh{bocktail)
gewaschen. Die Zellen wurden dann vorsichtig vom Boden der Kulturfladggeschabt, in
PBS aufgenommen und bei 60 x g (800 rpm), bei 4 °C fur 5 Minuten zentrifudges Pellet
konnte anschlieRend in 500 pl PBS aufgenommen und resuspendiert werden. Zétedie

aufzuschlie3en, wurde die Suspension mit einem Glashomogenisator honeogansimit
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Ultraschall behandelt, wobei alle Versuchsschritte bei 4 °C dilsgefvurden. Die
Zellsuspension wurde kurz anzentrifugiert, um Zelltrimmer zu peketi Nach dem
Zellaufschluss wurden 2 mmol GTP zu dem Uberstand gegeben und diek@&téinde bei 4

°C inkubiert, was die Abschnirung von Caveolen aus den Membrandoménen induzieren
sollte (Schnitzer et al. 1996). AnschlieRend erfolgte die Inkubation 10l des
Erstantikorpers Cav-1 N-20 bei 4 °C Uber Nacht auf dem Schiittler unchddiedokubation

mit der entsprechenden Agarose-Konjugat-Suspension (Protein A/G-Ag&asta Cruz
Biotechnology, Inc.) fur 1-2 Stunden ebenfalls bei 4 °C auf dem Schittler. D
Immunprazipitate wurden bei 90 x g (1000 rpm) fur 2 Minuten pelletiert und sfsehtl 2-4
mal mit PBS (inklusive Proteaseinhibitor-Cocktail) gewaschen. dienAgarose von den
prazipitierten Caveolen zu l6sen, wurden die Prazipitate in 100ul 0,2 M
Natriumhydrogencarbonat pH 11 mit 0,1 % [w/v] BSA fir 30 Minuten inkubieg. Fyobe
wurde bei 90 x g (1000 rpm) fur 2 Minuten zentrifugiert, um die Agams@elletieren.
AnschlieRend konnte der pH-Wert des Uberstandes mit 6 M HCI auf pH 7 eingesteli.werde
Die auf diese Weise prazipitierten Caveolen wurden immunmariisit eine Negativ-
Kontrastierung durchgefiihrt. Diese Immunmarkierung von negativ-konttasti@aveolen
erfolgte in abgeanderter Form nach der Methode von Wischik et al. (IT988).wurden 20

ul des Prazipitats an mit Formvar beschichteten, mit Kohlernstoimpften und beglimmten
Kupfernetzchen (400 mesh) fiir 5 Minuten adsorbiert. Diese Netzchen wirdehMinuten

auf einen Tropfen 0,1 % [w/v] Gelatine in TBS gelegt, um unspeldi®indungsstellen zu
blockieren. AnschlieRend erfolgte die Inkubation auf einem Tropfen einervérgtinnten
Losung von Cav-1 N-20 in TBS mit 0,5 % [w/v] BSA fir eine Stunde. Dizdthen wurden

4 mal mit 0,1 % [w/v] Gelatine in TBS gewaschen und auf einem @moginer 1:50
verdinnten Losung des mit 10 nm grof3en Goldpartikeln konjugierten Zweitantsanper
TBS mit 0,5 % [w/v] BSA fir eine Stunde inkubiert. Danach wurden dizdiden wieder 4
mal mit 0,1 % [w/v] Gelatine in TBS gewaschen, mit 1 % [w/vhhylacetat fir 1 Minute

kontrastiert und dann im TEM ausgewertet (siehe Ergebnisteil 3.3.3).

2.5.4 Rekonstitution von isolierten 400 kDa Caveolin-Komplexen in Liposomen

Als weitere Untersuchungsmethode zur Aufklarung der Struktur des dese@oats und der

Verteilung des Caveolin-1 sollten Rekonstitutionsstudien von aus Rindeigoligeten 400

kDa Caveolin-Komplexen dienen. Die Methodik der Rekonstitution ermoglks;itoenplexe
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Strukturen in vitro nachzubauen und Rulckschlisse auf die genaue Struktur und
Zusammensetzung des Komplexes und eventuell die Vorgange der Kontplagli vivo

zu ziehen. Die Isolation dieser Komplexe wurde von Monier et al. (1998hbeben, und
Murata et al. (1995) fuhrten in Anlehnung an die Isolation dieser 400 kDeolla
Komplexe Rekonstitutionsexperimente durch, wobei die hier beschriebetteoddeder

Rekonstitution in abgeéanderter Form tibernommen wurde.

Zunachst wurden Triton-unldsliche Membranfraktionen isoliert. Dafur wurdén g
Rinderlunge in Hoagland-Puffer (50 mM Tris/ HCI, pH 7,5; 25 mM KCinlgl MgCl,; 0,1

mM EDTA; 250 mM Sucrose; 0,2 mM PMSF) homogenisiert, wobei das Weih&on
Gewebe zu Puffer 1:2,5 betrug. Das Homogenat wurde fur 20 Minuten bei 10.600 x
zentrifugiert (Biofuge stratos, Heraeus Instruments, Kendro LaigrBtoducts GmbH) und
der Uberstand durch ein Tuch filtriert. Nach 75 Minuten Zentrifugatioi 2@00 x g (28.000
rpm) in einem 50.2 Ti Rotor (Beckman Coulter GmbH), wurde das mikrosdpdlet in 7,5

ml 250 mM Sucrose in TNE (25 mM Tris/ HCI, pH 7,5; 100 mM NaCl; 2 BDITA) mit 5

mM Mercaptoethanol aufgenommen und auf 1,5 M Sucrose (in einem Volumen voi) 10 m
gebracht. Je 2,5 ml dieser Losung wurde in ein Zentrifugenrohrchen (Bedkistruments
Inc.) gegeben und mit 6 ml einer 1,2 M und 3 ml einer 0,8 M Sucrose-LAsunRNE mit 5

mM Dithiotreitol, DTT) Uberschichtet. Nach Zentrifugation (Becknt@oulter Optima XL-
100K Ultrazentrifuge, Beckman Coulter GmbH) fiir 18 Stunden bei 104000 x g (2:©00

in einem SWA41 Ti Rotor (Beckman Coulter GmbH) konnte die Membrardraldus der
Interphase abgesaugt werden. Die Fraktion wurde mit 1 % [v/v] TKt@d4 in TNE mit
Proteaseinhibitor (Complete Mini Proteaseinhibitor-Cocktail, Roclagristics GmbH) in
einem Volumen von 10 ml solubilisiert, mit 1,4 M Sucrose versetzt uneile®,5 ml mit 6

ml einer 1,1 M und 3 ml einer 0,15 M Sucrose-L6sung Uberschichtet. Diefdgation
wurde in einem SW41 Ti Rotor (Beckman Coulter GmbH) bei 185000 x g (39.0Q0firpm
20 Stunden durchgefiihrt (Beckman Coulter Optima XL-100K UltrazentrifBgekman
Coulter GmbH). Die Fraktion wurde aus der Interphase des Gradidhgenaaigt, mit TNE-
Puffer auf 36 ml verdinnt und fir 1 Stunde in einem 50.2 Ti Rotor bei 57000 x g (25.000
rpm) pelletiert. Das Pellet wurde daraufhin in 1 % [v/v] TritordX4 in TNE resuspendiert,
30 Minuten auf Eis inkubiert und wieder auf eine Konzentration von 1,4 M Sugebsacht.

Die Flotation wurde ein zweites Mal durchgefihrt, und die Pellatsilen wiederum in 18 ml

1 % [v/iv] Triton X-114 in TNE resuspendiert. Diese isolierten, TritonlGslichen

Membranfraktionen wurden anschlielRend fir 15 Minuten auf 37 °C unter RUhramerva
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Minuten auf Eis abgekihlt und 15 Minuten bei 10.000 x g in einem Beckman JA&tb0 R
zentrifugiert (Beckman Avanti J-30I Kuhlzentrifuge, Beckman CoulerbH). Die Isolation
der 400 kDa Komplexe erfolgte durch Inkubation von 0,8 ml der Pellet-Frakitoh % [w/

v] SDS bei Raumtemperatur, welche auf 11 ml eines 10-30 % [w/v]joSar€radienten
aufgegeben und fur 20 Stunden bei 198000 x g (40.000 rpm) in einem SW41 Ti Rotor
zentrifugiert wurde. Es wurden jeweils 1 ml-Fraktionen aus den &rmli abgezogen und
auf ihren Gehalt an Caveolin-1 mittels Western-Immunoblotting untersudie mit
Caveolin-1 angereicherten Fraktionen wurden zunachst gegen 0,2 % [WBvinSINE und
dann gegen M/N-Puffer (20 mM MES, 140 mM NacCl, pH 6,3) mit 1 % [\Welylglucosid
(OG) jeweils Uber Nacht bei 4 °C dialysiert, und anschlieRend m#gnme Amicon-
Zentrifugenfilter (Amicon Ultra, Millipore) aufkonzentriert. AufRende wurde eine
Immunmarkierung von Caveolin-1 an den isolierten und negativ-kontrastierterk 0

Komplexen durchgefuhrt, um deren Struktur und Identifikation als Caveolin-1 zu analysieren.

Die isolierten 400 kDa Caveolin-Komplexe wurden in Rekonstitutionsexpatereingesetzt.
Zunachst wurden Proteoliposomen aus Leber-Extrakt-Lipiden (Liver Tqpad Extract,
Bovine, Avanti Polar Lipids) hergestellt, indem 1 mg Lipid in 1 mld@blorm gel6st wurde.
Die Cholesterol-Konzentration des Lipid-Extraktes betrug 7 % éneiBestandteile: 22 %
Phosphatidylethanolamin, 8 % Phosphatidylinositol, 42 % Phosphatidylcholin, 1 66 Lys
Phosphatidylinositol und 21 % andere Lipide inklusive Neutral-Lipide, whilj. diesen
Versuch wurde die Cholesterol-Konzentration auf 15-20 % [w/v] erh6htg@desten Lipide
wurden in ein Becherglas gegeben und unter Schitteln das Chloroform ptrdais ein
gleichmaRiger Lipidfiim auf dem Boden des Becherglases entstamdenDer Lipidfilm
wurde in 2 ml M/N-Puffer mit 1 % [w/v] Octylglucosid fiir ungefés Minuten geldst. Nach
Zugabe von 5 g des isolierten Proteins, welches einem Lipid:Pkéeidltnis von 200:1
entspricht, erfolgte die Inkubation fur ungefahr 45 Minuten bei Raumtetnperfaas
Detergenz wurde mit Hilfe von 160 mg/ml Biobeads (SM-2, Bio-Radgentt die fur 90
Minuten unter Schitteln mit dem Protein-Lipid-Gemisch inkubiert wurdene D
Proteoliposomen konnten abgezogen, 5 mal 5 Sekunden im Ultraschallbad (BSotdeliex
Super RK 103H) behandelt und anschlie3end durch Zentrifugation bei 50.000 x g fur 30
Minuten pelletiert werden (Biofuge stratos, Heraeus Instrumeetsgi€ Laboratory Products
GmbH). Das resultierende Pellet wurde anschlieRend 2 mal mitRffér gewaschen und
fur eine Gefrierbruch-Immunogoldmarkierung verwendet. Diese erfolgie zuvor

beschrieben.



Ergebnisse 42

3. Ergebnisse

3.1 Verbesserung der Gefrierbruch-Immunogold- Markierungstechnik

und Optimierung der Markierungseffizienz

3.1.1 Variation der Bedampfungsparameter

Bei zahlreichen Versuchen zur Gefrierbruch-Immunmarkierung von Casedtionnten
Unterschiede in der Markierungsrate in Abhé&ngigkeit von der aufgedampft
Platinschichtdicke festgestellt werden. In Bereichen mit aili@nen Platinschicht und im
»Platinschatten* war die Markierung besser als in Bereichéreimer dickeren Platinschicht.
Diese Abhangigkeit der Markierungseffizienz von der Platin-Schickeédkonnte auch bei

der Markierung von anderen Membranproteinen festgestellt werden, mderbleokalisation

der ChH o ATP Synthase Untereinheit in Membranen von Etioplasten (Sheratradti2004)

oder bei der Lokalisation der Tetrachlorethan reduzierenden Dehaloge&alarospirillum
multivorans (John et al. 2006). In diesen Publikationen wurde der Effekt der Bedampfung
jedoch nicht weiter untersucht. Im letzteren Fall konnten die im eLaliéser Arbeit

gewonnen Ergebnisse in Bezug auf die Optimierung der Markierungsrate einbezodgm we

Um den Einfluss der Bedampfungsart auf die Markierungseffizienz amedlin-1 bei der
Gefrierbruch-Immunogoldmarkierung zu untersuchen, wurden die Membranspaitflénit
unterschiedlichen Platinschichtdicken bedampft. Platin als ersteik&episschicht mit
anschlieBender Kohlenstoffbedampfung stellt dabei die konventionelle Regeerdal.
Zusatzlich wurde eine neue Bedampfungsvariante durchgefiihrt, bei der deah
Gefrierbruch zuerst eine 15-20 nm dicke Kohlenstoffschicht als Regilkationsschicht und
anschlieBend eine Platinschicht von 2-2,5 nm auf die Spaltflachen aufgedemgé. Die
auf diese Weise erhaltenen Replika wurden im Transmissionstiektnikroskop
untersucht und fotografisch dokumentiert (siehe Abb. 3.1.a -3.1.c). Die an @aVeoli
gebundenen Goldpartikel pro Caveole wurden fir jede Bedampfungsvarianteéalisged
miteinander verglichen. In allen Kontrollen ohne Erstantikérper konnte keiggezifische
Bindung des Zweitantikbrpers nachgewiesen werden. Aul3erhalb cavedtékeur®n wie im

Eis konnten keine unspezifischen Erstantikorper-Bindungen gefunden werden.
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Abb. 3.1: Gefrierbruch Immunogoldmarkierung vonve€ain-1 in chemisc
unfixierten 3T3-Mausfibroblasten, Balken 100 nm

a) 2,5 nm Pt/Bedampfung, Pfeile zeigen die Anhaufung
Goldpartikel in einem Bereich mit dinnesder fehlende
Platinschicht (Platinschatten)

b) 1,5 nm Pt/Bedampfung, Pfeile zeigen die Anhaufung
Goldpartikel in einem Bereich mit dinner oder felde
Platinschicht (Platinschatten)

c) C/PtBedampfung, Pfeile zeigen die gleichmalige Vemegjlde
Goldpartikel
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Dartber hinaus wurde die exoplasmatische Spaltflache, an der keikiemiagen vorhanden
waren, als Negativkontrolle herangezogen (siehe auch Abb. 3.8 unter 3.1.i)Able 3.1.a
-3.1.c dargestellten elektronenmikroskopischen Aufnahmen zeigen die Matkieon
Caveolin-1 an Caveolen der 3T3-Mausfibroblasten. Die Pfeile in den Abbéddudd.a und
3.1.b weisen darauf hin, dass an den Caveolen in Bereichen mit dunner odaddehl
Platinschicht (helle Bereiche, ,Platinschatten”) eine Anreiohgrvon Goldpartikeln zu
beobachten ist. Fur die ,umgekehrte Bedampfung“ in Abbildung 3.1.c zeig&iaile, dass
die Goldpartikel gleichmaf3ig um die Caveole verteilt sind. Nach mptlang mit der
dunneren Platinschicht von 1,5 nm (Abb. 3.1.b) ist eine Verbesserung der Magkiar
Vergleich mit der 2,5 nm Pt/ C-Bedampfung zu verzeichnen. Die hoktesteerungsdichte
findet sich allerdings bei der Bedampfung mit Kohlenstoff alseerReplikationsschicht
(.umgekehrte Bedampfung“), wie man in Abb. 3.1.c erkennen kann. Diese Beoba&chtung
konnten durch die Auszahlung der Goldpartikel pro Caveole statistisathgesiverden. So
erhalt man fur die Bedampfung mit 2,5 nm Pt/C eine durchschnittlicdr&idungsrate von
10,1 + 0,34 Goldpartikeln pro Caveole (Abb. 3.2). Nach der Bedampfung mit 1,5 nm Pt/C
erhalt man im Durchschnitt 15,6 £ 0,28 Markierungen pro Caveole (Abb. 3.2) undierach
C/Pt-Bedampfung (Abb. 3.2) konnte eine durchschnittliche Markierungsrate v&nO6
Goldpartikeln pro Caveole errechnet werden. Als Abweichungen () swdilge die
Standardfehler der Mittelwerte angegeben. Die VarianzanalysasechlieRendem Post-Hoc-
Test (Statistikprogramm SPSS, Beratung durch Herrn Dr. VollaM@&|D) zeigte, dass die
Ergebnisse signifikant sind (p < 0,001). Die Markierungseffizienz @awveolin-1
Immunogoldmarkierung an den Gefrierbruch-Replika hangt somit vom Bedamiyfuradps
Die Dicke der aufgedampften Platinschicht spielt bei konvention8etampfung eine
deutliche Rolle, wogegen bei einer C/Pt- Bedampfung mit Kohlensitdsf erster
Replikationsschicht die Markierungsrate am besten ist.

Markierungsrate
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15,6 =
-~ 15 ‘
25 10,1
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L Abb. 3.2:
0 Markierungsraten fir 2,5 nm Pt/C; 1,5 nm |
und C/Pt im Vergleich, Balken entsprec
®2,5nm ®15nm ac/pt dem Standardfehler des Mittelwertes
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3.1.2 Variation der Emissionsparameter

Da in verschiedenen Versuchen der Gefrierbruch-Immunogoldmarkierungktostanter
Platinschichtdicken Unterschiede in der Markierungsrate von Caveoéistdettellt werden
konnten, wurden in diesem Versuch die Emissionsparameter variiert, rem Ei@fluss auf

die Markierungseffizienz zu tberprifen. Dazu wurden die Gefrierbruchf&plaen immer
konstant mit einer 2,5 nm Pt/C-Schicht bei konstanter Spannung von 1,35 kV an der
Verdampferquelle bedampft. Nur die Emissionsstromstarke an der rvigielguelle und
damit die Aufdampfzeit wurden verandert. Die pro Caveolen gebundenen Giklpart
wurden wiederum ausgezahlt und die Daten statistisch ausgewetigtiung 3.3 zeigt einen
Vergleich der 3 ermittelten Markierungsraten der unterschiedli@missionsparameter. Es

ist zu erkennen, dass die hochste Markierungsrate mit durchschriBli4hGoldpartikel +

0,23 bei einer hohen Emissionsstromstérke (89 mA) und einer kurzen Aufdanipfze
Sekunden) zu verzeichnen ist. Bei einer Emissionsstromstarke von 65 m/Aeingrd
Aufdampfzeit von 24 Sekunden konnten im Durchschnitt 9,3 + 0,18 Goldpartikel gezéahlt
werden. Die niedrigste durchschnittliche Markierungsrate von 7,6 + 0,2% emha bei
niedriger Emissionsstromstarke (59 mA) und langer Aufdampfzeit @&urfslen). Als
Abweichungen sind die Standardfehler der Mittelwerte angegeben.V&ianzanalyse
(SPSS) ergab signifikante Unterschiede der einzelnen Markieategsn Abhangigkeit von

der Emission und Zeit (p < 0,001).

Markierungsrate
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9,3
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mM89 mA, 12 sec M 65 mA, 24 sec 159 mA, 35sec

Abb. 3.3: 89 mA (12 sec.), 65 mA (24 sec.) undnA,
(35 sec.) im Vergleich, Balken entsprec
dem Standardfehler des Mittelwertes



Ergebnisse 46

3.1.3 Gefrierbruch-Immunogoldmarkierung von Aquaporin (AQP1)

Die Gefrierbruch-Immunogoldmarkierung von AQP1 wurde durchgefihrt, um zu Gfesrpr
ob wie bei der Caveolin-1 Markierung auch hier die Variation der Ran einen Einfluss
auf die Markierbarkeit hat. AQP1 wurde ausgewahlt, weil es sicA@B1 im Gegensatz zu
Caveolin-1 um ein ,echtes® Transmembranprotein mit 6 Transmembreehetandelt.
Caveolin-1 bildet eine sogenannte Haarnadelstruktur, mit der es nur dewuf
cytoplasmatischen Seite der Membran inseriert, aber die Memficr vollstandig

durchzieht. Ein ,echtes“ Transmembranprotein wie AQP1 sollte bessaten Replika-
stabilisierten Membranhalften haften und in seiner Markierbarkeitiger abhangig von
Variationen der Bedampfungsparameter sein. Wie im Methodenteihrisen wurden
humane Erythrozyten bei verschiedenen Bedampfungsparametern gefdehga. Die

Goldpartikel wurden fir die jeweiligen Spaltflachen (BruchflacheBEis, exoplasmatische
Membranspaltflache, Bruchflache im Plasma und protoplasmatischebigespaltflache)
ausgezéahlt und die Werte miteinander verglichen. In den folgenden Abbifd(f1dea-3.4.b)

sind exemplarisch Aufnahmen der Bruchflache der protoplasmatischefi&spah (3.4.a)

und im Plasma (3.4.b) C/Pt-bedampfter Replika dargestellt, die dasmem Diagramm

miteinander verglichen wurden (Abbildung 3.5).

Abb. 3.4:  AQP1-Markierung, C/Pt-Bedampfura), Protoplasmatische Spaltflach®; Plasma (PL
Gruppen von Goldpartikeln markieren AQP1 (Krei&glken 200 nm
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Die Hintergrundmarkierung im Eis betragt durchschnittlich 2,5 + 0,32 Guikigi pnt und

auf der exoplasmatischen Membranspaltfliche konnten im Durchschnitt 1(B36:
Goldpartikel/  prmi gezahlt werden. Im Plasma dagegen ist die Markierung mit
durchschnittlich 11 + 2,4 Partikeln/ #raeutlich héher und auf der protoplasmatischen
Membranhalfte mit fast 24 + 2,4 Goldpartikel/ futam héchsten, was darauf hindeutet, dass
diese Markierung aufgrund der protoplasmatischen Lokalisation des nBrofeQP1
spezifisch ist. Laut Varianzanalyse (SPSS) unterscheiden Keclstechproben bis auf die
Werte der Hintergrundmarkierung im Eis und der Markierung auf deplasmatischen
Spaltflache signifikant (p < 0,05). Zum Vergleich der Markierungsb&ti unterschiedlichen
Bedampfungsparametern wurden die Goldpartikel pro Quadratmikrometéy gusyezahlt
und die gemittelten Werte in Abbildung 3.6 graphisch dargestellt. Engl&ch der Werte
zeigt, dass bei der C/Pt-Bedampfung weitaus mehr Markierungenzziclmen sind als bei

den beiden anderen Bedampfungstypen.

Markierungsrate
30 236
18,5

o 25
S
= 20
O 11,4
= 151
S 10 Abb. 3.6:
% Markierungsrate von AQP1 (PF) fiir
O 2 unterschiedlichen Bedampfungsvarial

0 (2,5 nm Pt/C; 1,5 nm Pt/C, C/Pt), Ball

entsprechen dem  Standardfehler
O Pt/C (2.5) Pt/C (1.5) CIPt Mittelwertes
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Von der 2,5 nm Pt/C-Bedampfung Uber die 1,5 nm Pt/C-Bedampfung bis hin Rtsr C/
Bedampfung nimmt die Markierungsrate fir AQP1 zu. Nach 2,5 nm Pu@rBafung liegt
die durchschnittliche Markierungsrate bei 11,4 + 0,97 Goldpartikel pro pen1,5 nm Pt/C
konnten im Durchschnitt 18,5 + 4,07 Partikel pro pausgezahlt werden und nach der
umgekehrten Bedampfung (C/Pt) war die durchschnittliche Markieruagsia 23,6 + 2,41
Partikeln pro prh am hochsten. Die Art der Replikation scheint hier trotz der
Epitoplokalisation in Membranndhe beziehungsweise der Transmembran-Tepeiagi
AQP1 einen Einfluss zu haben und lie3e sich damit mit der von Caveolngl&igeen. Eine
statistische Auswertung (Varianzanalyse mit SPSS) ergab raloe einen signifikanten
Unterschied zwischen der 2,5 nm Pt/C- Bedampfung und der C/Pt- Bedan(pfan@,05).
Die Unterschiede in den Markierungsraten zwischen der 2,5 nm PT/Qleurid5 nm Pt/C-
Bedampfung, sowie die Unterschiede zwischen der 1,5 nm Pt/C- und deBeddmpfung
sind nicht signifikant (p > 0,05).

3.1.4 ,Cerium-Phosphat-Immunmarkierung”

Die Markierungsrate von Caveolin-1 ist, wie aus den vorherigen Versuddglich wird,

von der aufgedampften Platinschichtdicke abhangig. Um zu Uberprufen, ob Rliesesnen

auf Wechselwirkungen der am Zweitantikdrper gekoppelten Goldpartikel der
Platinschicht beruht, wurde eine alternative Nachweismethode firamieCaveolin-1
gebundenen Erstantikorper verwendet. Der Nachweis der Bindung des Gdveolin
Erstantikdrpers erfolgte mit Hilfe eines unléslichen, elektroneroakapisch nachweisbaren
Cerium-Phosphat-Niederschlags. Wie im Methodenteil beschrieben dardeeine 2,5 nm
Pt/C- und eine C/Pt-Bedampfung durchgefiihrt. Die Replika wurden mitEtstantikorper
gegen Caveolin-1 und einem mit einer alkalischen Phosphatase gekogpedteantikorper
inkubiert. Die Phosphatase spaltet vom Substrat p-Nitrophenylphosphat éiogph&rest

ab, welcher in Anwesenheit von Ceriumchlorid einen unloslichen Cerium-Pltospha
Niederschlag bildet. Dieser Niederschlag kann elektronenmikroskopischgewiesen
werden. Die Auswertung dieses Versuches erfolgte ausschlie3lich di@n optischen
Vergleich der Niederschlags-Intensitat der beiden BedampfungsteariaAls Kontrolle
diente die Analyse der exoplasmatischen Spaltflache, auf der @ateutht nachweisbar ist
und somit kein Niederschlag entsteht.
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QIR 5
Abb. 3.7:  Protoplasmatische

Gefrierbruch-Immunmarkierung von Caveolin-1 an clsem unfixierten NIH-3T3-
Mausfibroblasten mit Cerium-Phosphat, Balken 500 nm

B o NG R AN
Abb. 3.8: Exoplasmatische Spaltflache; a) Pt/C-Bedampfung, b) C/Pt-Bedampfung:

Gefrierbruch-Immunmarkierung von Caveolin-1 an cisem unfixierten NIH-3T3-
Mausfibroblasten mit Cerium-Phosphat, Balken 500 nm
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Die Ergebnisse dieses Versuches sind anhand elektronenmikroskopisahanmerh in den
Abbildungen 3.7 und 3.8 dargestellt. In Abbildung 3.7 sind die protoplasmatischen
Spaltflachen der Plasmamembran fir beide Replikationstypen d#tgdsten erkennt
deutlich einen Niederschlag von Cerium-Phosphat an den Caveolen. Diederskhlag ist

bei der Bedampfung mit C/Pt (b) deutlich starker ausgeprageatier Pt/C-Bedampfung (a).

Die exoplasmatische Spaltflache der Plasmamembran zeighKeiederschlag von Cerium-
Phosphat an den Caveolen und somit keine Markierung von Caveolin-1 (Abb. 3.8). Daraus
geht hervor, dass Cerium-Phosphat nur auf der protoplasmatischen Spaltifier
Plasmamembran bei der Immunmarkierung von Caveolin-1 ausféllt. Destankee
Niederschlag bei C/Pt-Bedampfung und die schlechte Markierungseffibei hoher Platin-
Schichtdicke deuten darauf hin, dass eine elektrostatische Absto3ungldigar@kel durch

die aufgedampfte Platinschicht nicht die Ursache fir die schidtatkierungseffizienz bei
hohen Pt-Schichtdicken ist. Die hier getestete Cerium-Phosphat-Metbiglieebenfalls eine
bessere Markierung an den Replika mit Kohlenstoff als ersternig#dagsschicht und

bestétigt die Ergebnisse in 3.1.1.

3.1.5 Variation der Goldkorngrof3e

Um zu Uberprufen, wie viel Platz ein Antikérper-Gold-Komplex an derbizdenden Epitop
einnimmt, wurde die Grof3e eines Immunogold-Komplexes mit 10 nm Goldpadtikeh
Negativkontrastierung untersucht. Abbildung 3.9 zeigt eine elektronenmikroskepis
Aufnahme der 10 nm Antikorper-Gold-Komplexe. Es ist deutlich zu erkennes ddasell
erscheinende Antikodrperhille die Goldpartikel umgibt, so dass sich flgedamten 10 nm
Antikorper-Gold-Komplex ein Durchmesser von ungefahr 20-25 nm ergibt.

Abb. 3.9:
_ Elektronenmikroskopische Aufnahme neg
100 nm kontrastierter Zweitantikorper konjugiert mit 10

groRen Goldpartikeln; die GroRe des 10 nm-Antikirpe
Gold-Komplexes variiert zwischen 20 und 25 nm
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Aus der ermittelten GroRe des Komplexes, lasst sich die mkxiMarkierungsrate von
Caveolin-1 an einer Caveole fur die 10 nm Goldkomplexe abschatzen. AGairele mit

100 nm Durchmesser und 250 nm Umfang kénnen dann maximal 20-25 der 10 nm-
Antikorper-Gold-Komplexe binden, wenn man davon ausgeht, dass sich diese k®mple
bandférmig, lateral um die Caveole anordnen. Die maximale Anzahlo&dp&stikeln, die
gebunden werden kdnnen, hangt somit von der Grol3e der Caveole und der Grolde des
Antikorper-Gold-Komplexes ab. Daher sollten die Markierungsraten fittképer-Gold-
Komplexe mit kleineren Goldpartikeln hoher sein.

Um den Einfluss der Grol3e der an den Zweitantikorper gekoppelten Gddpauf die
Markierungsrate zu untersuchen, wurden Immunogoldmarkierungen mit untdlisbhie
grofRen Goldpartikeln durchgefiihrt. Die Gefrierbriiche wurden nur mit Kobféhstdampft

und es wurden Zweitantikbrper mit 10 nm, 5 nm und 2nm GoldpartikelgroR3e e¢rtgese
Abbildung 3.10 zeigt die unterschiedlichen Markierungsraten von Caveolin-1Bnadtng

von 10 nm, 5 nm und 2 nm Antikoérper-Gold-Komplexen. Die durchschnittliche
Markierungsrate der 10 nm-Antikérper-Gold-Komplexe liegt bei 9,4 + 0,19 gadikeln/
Caveole. Die Markierungsrate der 5 nm-Antikérper-Gold-Komplexe tlagthschnittlich bei

21 = 0,31 Goldpartikeln/ Caveole doppelt so hoch. In den elektronenmikroskopischen
Aufnahmen (Abbildung 3.11.a- c) ist diese Zunahme der Markierungsratkldneeren
GoldpartikelgroBen noch einmal dargestellt. Diese Zunahme der durctisxdtent
Markierungsrate wird besonders deutlich bei der Anwendung von 2 nm-Antikorper-
Goldkonjugaten. Es konnten hier im Durchschnitt bis zu 78 + 2,4 Markierungeebl€a
ausgezahlt werden (siehe Abb. 3.10, p < 0,05).

Durchschnittliche Markierungsraten bei
unterschiedlichen Goldkorngréf3en
90
75
k)
g o0
g
¢)
= 45
2
;‘_ 30 21
S . 9,4 Abb. 3.10:
Markierungsraten fir 10 nm, 5 nm un
r ] A nm Antikérper-Gold Komplexe bei -C
0
Bedampfung, Balken entsprechen
010nm @5 nm B2nm Standardfehler des Mittelwerts
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4iF
L

e
100 nm

Abb. 3.11: Immunogoldmarkierung chemisch unfi@éert  NIH-3T3
Mausfibroblasten nach C-Bedampfung mit a) 10 nmil@mper-Gold
Komplexen, b) 5 nm-Antikdrper-Gold-Komplexen und &) nm
Antikorper-Gold-Komplexen; Balken 100 nm
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Da Caveolen dreidimensionale Strukturen sind, wurden die Replika inrdflektmikroskop

um eine Drehachse gekippt, um das Verteilungsmuster der CaveolinkieMagen an den
Caveolen von nur mit Kohlenstoff bedampften Replika besser darstellénnen. Die
markierten Caveolen wurden in verschiedenen Winkeln aufgenommen und aus diese
Aufnahmen liel3 sich mit der IMOD-Software eine 3D-Rekonstruktiorr élageole und den
gebundenen Antikdrper-Gold-Komplexen anfertigen. Solche 3D-Rekonstruktion voa mit
nm-, 5 nm- und 10 nm-Antikérper-Gold-Komplexen markierten, tief eingeseiddeaolen

sind in den Abbildungen 3.12-3.14 dargestellt und zeigen das dreidimensionale
Verteilungsmuster der Goldpartikel. Die grau dargestellten Bricentsprechen der inneren
Begrenzung der Kohlenstoffschicht. Der Bereich zwischen den in grau viaheit
dargestellten Schichten (Abb. 3.13 und 3.14) entspricht der ungefdhr 20 nm dicken
Kohlenstoffschicht. Die in Abb. 3.13 und 3.14 violett eingezeichnete Schichthevelie
Membranhalfte reprasentiert, lield sich aufgrund eines veranderkem$Reiktionsverfahrens

in Abb. 3.12 nicht abbilden. Der Bereich zwischen den in violett und orangestktggn
Rekonstruktionsschichten entspricht der Protein-Antikdrperschicht. Die éippand die
3D-Rekontruktion zeigen, dass die Goldpartikel bandférmig lateral um Gadieeole
angeordnet sind. Eine Markierung im apikalen Bereich der Caveole konotg ni

nachgewiesen werden.

Abb. 3.12: a) Kippserie einer mit 2 nm-Antikbrg@old-Komplexen markierten Cavec
+55°, 0°, -55°, Balken 20 nm
b) 3D-Rekonstruktion einer mit 2 nm-Antikorper-Gaéldmplexen markierte
Caveole, IMOD-Software 3D-Modeling
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Abb. 3.13: a) Kippserie einer mit 5 nm-Antikérggold-Komplexen markierten Cavec
+55°, 0°, -55°, Balken 20 nm
b) 3D-Rekonstruktion einer mit 5 nm-Antikdrper-Ge{@mplexen markierte
Caveole, IMOD-Software 3D-Modeling

Abb. 3.14: a) Kippserie einer mit 10 nm-Antikorggold-Komplexen markierten Cavec
+55°, 0°, -55°, Balken 20 nm
b) 3D-Rekonstruktion einer mit 10 nm-Antikbrper-@&domplexen markierte
Caveole, IMOD-Software 3D-Modeling
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3.1.6 Rasterelektronenmikroskopische Untersuchungen der Caveolen-kMéran

Neben den Untersuchungen mit Hilfe der Gefrierbruchtechnik erfolgiem @ntersuchungen
im Rasterelektronenmikroskop. Diese sollten zum einen dazu dienen, pligerten
protoplasmatischen Spaltflaichen der Membranhalften mit markiedgaol&n darzustellen,
zum anderen sollte aber auch die exoplasmatische OberflacheasieraRiembran von NIH-
3T3-Mausfibroblasten untersucht werden. Wie im Methodenteil beschrialréemzunéachst
mit Immunogold markierte Replika im LEO 1530 ,Gemini* (Zeiss, @behen)
Feldemissions-Rasterelektronenmikroskop analysiert. Das Ergebaithend der Aufnahme
in Abbildung 3.15 gezeigt. Die Verteilung der Goldpartikel ist hiernsbevie mit den 3D-
Rekonstruktionen nachgewiesen, im lateralen Bereich der Caveolendmggedtur an den
flacheren Caveolen (siehe Kastchen) erscheinen gleichméRig Ubedfladiee verteilte
Immunogoldmarkierungen. Diese Methode bietet einen besseren raumlicitenck der
Caveolin-Verteilung als die TEM-Bilder. Sie bestatigt diedbigsse der 3D-Rekonstruktion.
Auf den Oberflachen der Replika sind an den Caveolen aber keine Struktkeenbar, die

auf eine caveolare Hille hinweisen.

Abb. 3.15: Rasterelektronenmikroskopische Aufnalaimer mittels Gefrierbruchtechnik und
Cav-1-Immunogoldmarkierung hergestellten Replikastchen zeigen flache
Caveolen mit gleichmafiger Markierung, Balken 160 n
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In der darauffolgenden Abbildung 3.16 ist eine rasterelektronenmikroskopisdghah#ne
der Oberflache einer Glutaraldehyd-fixierten NIH-3T3-Mausfibrdblazelle gezeigt. Die
Offnungen der Caveolen grenzen sich deutlich von der uibrigen Plasmameatbr&ine
ringférmige Oberflachenstruktur, die aus einzelnen partikularen Umhereen (siehe weilde
Pfeilspitzen) aufgebaut ist, umgibt den Porus der Caveolen. Zubkatziim weitere
partikulare Strukturen zu erkennen, die in der Membran eingebettet séafhak (schwarze
Pfeile). Hierbei konnte es sich um Intramembranproteine handeln, dgrurldf der

Goldbesputterung hervortreten.

Abb. 3.16: Rasterelektronenmikroskopische Aufnalttee Plasmamembran-Oberflache einer
NIH-3T3-Mausfibroblastenzelle, weil3e  Pfeilspitzen eigen  caveolére
Ringstrukturen, schwarze Pfeile zeigen Partiketstmen auf der Membran,
Balken 100 nm
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3.2 Darstellung der an Gefrierbruch-stabilisierten Membranhalften

gebundenen Komponenten

3.2.1 Einbettung und Ultradinnschnitt von Gefrierbruch-stabilisierten Membran-

halften

Um weitere Daten zur Struktur Gefrierbruch-stabilisiertermdeanhalften zu gewinnen,
wurden immunmarkierte Gefrierbruch-Replika in Aralditharz eingebetind ultradiinn
geschnitten. Hierbei konnten die an den Replika haftenden Lipid-Proteich&ehdargestellt
werden. In der Abbildung 3.17.b ist ein Dunnschnitt einer Pt/C-Replika daligeBie
ungefahr 2nm dicke Platinschicht mit der anhaftenden Lipid-Proteint8chemer
Membranhalfte grenzt sich deutlich von der ungefahr 30 nm dicken Kohlessiiofit ab.
Allerdings ist keine Unterscheidung zwischen der Platinschicht unchlédsmiumtetroxid
kontrastierten Membranhélfte maoglich. In den ausgewéhlten Abbildungen ksim
Goldpartikel an den Replika vorhanden. Vergleicht man diese Abbildung nendeiner
Kohlenstoff-Replika (Abbildungen 3.17.a und 3.17.c) erkennt man nur geringflgige
Unterschiede in Bezug auf die Dicke der am Kohlenstoff haftenden Membranhalfte.

Kohleschicht e ¥

,“/ e

Platinschicht
+

Kantsticne Hpid ] " Kontrastierte Lipid-/ Proteinschicht

Proteinschicht

c

Kohleschicht

Abb. 3.17:

Dunnschnitte  von  Gefrierbrueh
Replika chemisch unfixierter 373
Mausfibroblasten mit Caveolib-
Immunmarkierungga) Replika mit C
Bedampfungb) Replika mit Pt/C
Bedampfung, c) Replika mit C
Bedampfung, Partikelstruktur
gebundener Membrankomponer
(siehe Sterne), Linie begrenzt
Kohleschicht d) abgeldste Protein
schicht mit Caveolin-1 Immun
markierung, Balken 100 nm
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Die kontrastierte Lipid-Protein-Schicht scheint hier minimal dicke sein. Gut zu erkennen

sind dagegen in Abbildung 3.17.c die an den Replika gebundenen Membrankomponenten, die
sich als partikulare und filamentdse Strukturen darstellen. Die d\biml 3.17.d zeigt die
kontrastierte Halomembran, die sich im Verlauf des Dinnschnitts vomulgedampften
Platin-/ Kohleschicht abgelost hat. Hier erkennt man die Caveolpedifsschen 10 nm
Goldpartikel (Kreise). An tangentialen Schnitten ist zu beobachtens dah die
Gefrierbruch-stabilisierte Membranhélfte als eine Art Netzwdarstellt, was in Abbildung

3.18 gezeigt wird. Auch hier finden sich Gruppen der Caveolin-1-spezifiddagkierung

(Abb. 3.18, Kreise).

Abb. 3.18:

Tangentialer  Dunnschnitt  durch €
GefrierbruchReplika chemisch unfixiert
3T3-Mausfibroblasten mit Caveolih-
Immunmarkierung,  kontrastierte  Lipid
Proteinschicht mit Caveolif- indizierende
10 nm Goldpartikeln (siehe Kreise), Bal
100 nn

3.2.2 Schichtdickenbestimmung der Membranhélften immunmarkiger Replika mit

Hilfe der beidseitigen C-Bedampfung

Mit der im Methodenteil unter 2.4.2 beschriebenen Versuchsanordnung der tlggds€r
Bedampfung von Caveolin-1 immunmarkierten Replika sollte Gberprift werdesiclolalie
Dimensionen der gebundenen Antikdrper darstellen lassen und ob diese Methigdetgst,
um Schichtdicken-Unterschiede der anhaftenden Membrankomponenten aufzuzegen. D
wurde auf die Ruckseite der immunmarkierten Replika eine zus$@zkohlenstoffschicht

aufgedampft. Die Schichtdicken der Membranhélften lassen sich aad Weise an den
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vertikal orientierten Flanken der Caveolen (z-Richtung) darstellersolite gezeigt werden,
inwiefern sich die Schichtdicken der unterschiedlich markierteniégbefuch-stabilisierten
Membranspaltflachen unterscheiden und welchen Anteil die gebundenen Antikidmer
beitragen. Die Replika wurden im TEM untersucht und die Schichtdickereideelnen
Membranspalthalften und der anhaftenden Antikorperschichten konnten an denfrgenkrec
Flanken der Caveolen ausgemessen werden. Die Ergebnisse diesesh®&®rsind in der
folgenden Abbildung 3.19.a-c dargestellt. Abbildung 3.19.a zeigt die Gefriarbruc
stabilisierte Membranhélfte einer mit C/Pt-C bedampften Rapbhne Immunmarkierung
und somit ohne Antikdrperschicht. Die Dicke der Membranhélfte ist \gisgchen den zwei
kontrastreicheren Kohlenstoffschichten zu erkennen. Es wurden mehrerelacave
Membranhélften ohne Immunmarkierung ausgemessen und eine durchschnittliche
Schichtdicke von 4,4 nm konnte bestimmt werden. In Abbildung 3.19.b ist die caveolare
Membranhalfte mit gebundener Erstantikorperschicht (Cav-1 N-20) daigeie
durchschnittliche Schichtdicke dieser C/Pt-C-bedampften Membrandfialtiegt bei 6,1 +
0,18 nm. Zuletzt wurde dann die Schichtdicke der Membranhélfte C/Pt-@GipttdaReplika

mit gebundener Erst- und Zweitantikdrperschicht (Cav-1 N-20, goatadoititrigG plus 10
nm Goldpartikel) analysiert. Abbildung 3.19.c zeigt beidseitig bedarafteolae mit beiden
anhaftenden Antikorperschichten, deren durchschnittliche Schichtdicke zuse&ime 0,27

nm betragt. Diese Ergebnisse zeigen, dass sich die Schichtdickehled&branhéalften
zwischen den kontrastreichen Kohlenstoffschichten darstellen lassenm Zertubt die
Methode der beidseitigen C-Bedampfung die Darstellung einer gigmién
Schichtdickenzunahme (p < 0,001) nach Bindung der einzelnen AntikGrperschichiten. Da
sollte diese Methode geeignet sein, Unterschiede in den Membrdmdaken

unterschiedlich bedampfter Replika zu ermitteln.

Abb. 3.19: Vergleich der Schichtdicken von Gefrieichstabilisierten Membranhélften chemi
unfixierter 3T3-Mausfibroblasten nach beidseitig€-Bedampfung (C/PE&) mil
unterschiedlichen  Markierungssituationen;a) = Membranhéalfte =~ ohne  Cal-
Immunmarkierung mit 4,4 nm Schichtdickdy) Membranhélfte mit gebundel
Erstantikdrperschicht mit einer Schichtdicke vonl 6am; c¢) Membranhélfte m
gebundener Erstind Zweitantikérperschicht und einer Schichtdigk@ 9,1 nm; Balke
50 nm
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3.2.3 Schichtdickenbestimmung der Membranhdlften unterschdlich bedampfter

Replika mit Hilfe der beidseitigen C-Bedampfung

Die Methode der beidseitigen C-Bedampfung wurde eingesetzt, um zoriifbar ob bei
einer Bedampfung mit C/Pt mehr Membranmaterial an den Replikanhbleibt als nach
einer konventionellen Pt/C-Bedampfung. Die unterschiedlichen Bedampfungspara
wurden im Methodenteil beschrieben. Die Schichtdicke der Membranhkfterie im TEM
analysiert und ausgemessen werden (jeweils 20 pro Versuch). lolgenden Abbildung
3.20.a-c sind die Ergebnisse dieses Versuches dargestellt. Abbildung 3cift.adie
Membrandicke fur NIH-3T3-Mausfibroblasten nach 2 nm Pt/C-C-BedampfuegCéveolen
wurden ausgemessen und es konnte eine Schichtdicke von 4,4 + 0,10 nm evenritiett In
Abbildung 3.20.b ist die Membranhalfte nach 1,5 nm Pt/C-C-Bedampfung détgesibei
hier eine Schichtdicke von 4,2 + 0,17 nm gemessen wurde. Abbildung 3.20.c zeigt die
Membranspalthalfte nach C/Pt-C-Bedampfung. Hier betrug die Sclukattei 4,5 + 0,11
nm. Es zeigt sich, dass mit Hilfe der Doppel-C-Bedampfung keisemntiechen Unterschiede
der Membranschichtdicken in Abhangigkeit von der Bedampfungsart fissteind. Die
Varianzanalyse bestéatigt dieses Ergebnis und zeigt, dass lgiifé&kanten Unterschiede in

Bezug auf die Schichtdicken vorhanden sind (p > 0,05).

ZEEUN W D] S 2 L

Abb. 3.20: Vergleich der Schichtdicken von Gefireichstabilisierten Membranhalften chemi
unfixierter 3T3-Mausfibroblasten nach beidseitigegBedampfung (C/Pt-C)a) Replike
mit 2 nm Pt/C, Schichtdicke der Membranhélfte cd. @m;b) Replika mit 1,5 hm Pt/(
Schichtdicke der Membranhélfte ca. 4,2 nm) Replika mit C/PBedampfunc
Schichtdicke der Membranhalfte ca. 4,5 nm; Balkem
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3.3 Charakterisierung und Strukturanalyse der Caveten-Membran

3.3.1 Untersuchungen an ,Caveolen-Proteinen”

In diesem Abschnitt wird auf die Analyse der laut Literaturangabet Caveolen in
Verbindung stehenden Proteine Flotillin-2, f-Actin, PTRF und eNOS-1 gamgen. Die
funktionelle Korrelation von Caveolin-1 mit den hier untersuchten Proteinarhtbauf
biochemischen Analysen, wobei es an hoch aufgelosten, morphologischen Naohwei
mangelt. Mit Hilfe der Gefrierbruch-Immunogoldmarkierung sollten dahe bestehenden
biochemischen Nachweise einer Assoziation von Caveolen und Caveolin-Hiesén
Proteinen durch morphologische Untersuchungen erganzt werden. Die Iebher
Immunogoldmarkierungen wurden an NIH-3T3-Mausfibroblasten durchgeftihrt, wobei i
einer SDS-PAGE zunédchst die Wirksamkeit der verwendeten Antikofper die
Immunmarkierung an NIH-3T3-Zellen und 3T3-L1-Praadipocyten ausgetgsteien. Die
Ergebnisse dieser Analyse sind in der folgenden Abbildung 3.21 dargestelit.

Sowohl in NIH-3T3-Mausfibroblasten als auch in 3T3-L1-Prdadipocyten konnteanne
Caveolin-1 auch Flotillin-2, PTRF und f-Actin nachgewiesen werden.hi2ie eingesetzten
Antikdrper zeigen gute Markierungseigenschaften und wurden daraufhin audteri
Gefrierbruch-Immunogoldmarkierung eingesetzt. Trotz des Einsatz®s ijer Gele war es
jedoch nicht moglich das Protein eNOS im Western Blot nachzuwdiseefrierbruch
dagegen gelang die Markierung. In den folgenden Abbildungen sind die Imnkienmagen
der genannten Proteine fur die Pt/C- und C/Pt-Bedampfung dargestadi im Fall von
PTRF die Doppelmarkierung mit Caveolin-1 gezeigt wird.

M Cav-1 Flot-2 PTRF f-Actin M
1 2

Abb. 3.21: SDS-PAGE caveolarer Proteine; Bande 73 NIH-3T3 ; Bande
2,4,6,8 : 3T3-L1 ; Marker : 66, 45, 36, 29, 2@, 24.2 kDa
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Abb. 3.22:a)  Cav-1 Gefrierbruch-Immunogoldmarkierung (PF), Pt/C-Begamg; b) Cav-1
Gefrierbruch-Immunogoldmarkierung  (PF), CHBddampfung; Goldpartik
Uberwiegend an Caveolen; Balken 200 nm

Abb. 3.23:a) Flot-2 Gefrierbruch-Immunogoldmarkierung (PF), Pt/C-Begémg; b) Flot-2
Gefrierbruch-Immunogoldmarkierung  (PF), CBddampfung; Goldpartik
Uberwiegend in der flachen Menalor aulRerhalb der Caveolen (Kreise); Balken
nm

s \

Abb. 3.24: a) eNOS Gefrierbruch-Immunogoldmarkierung (PF), Pt/C-Begémg; b) eNOS
Gefrierbruch-Immunogoldmarkierung  (PF), CBddampfung; Goldpartik
Uberwiegend an Caveolen (Kastchen) und wenige in fi&hen Membral
auRerhalb der Caveolen (Kreise); Balken 200 nm
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Abb. 3.25: a) f-Actin Gefrierbruch-Immunogoldmarkierung (PF), Pt/C-Bedfung; b) f-Actin
Gefrierbruch-Immunogoldmarkierung  (PF), P®8@dampfung mit dunn
Platinschicht; Goldpartikel uberwiegend in der flan Membran (Kreise) und ein
in der N&he von Caveolen (Kastchen); Balken 200 nm

Abb. 3.26:a) Cav-1 (20 nm) plus PTRF (10 nm)Gefrierbruch-lImmunogoldmarkierung, Pt/C
Bedampfung; b) Cav-1 (20 nm) plus PTRF (10 nm) Gefrierbruch
Immunogoldmarkierung, C/Pt-Bedampfung; Goldiat Uberwiegend an Caveo
(Kéastchen); Balken 200 nm

Die Abbildungen 3.22.a und 3.22.b zeigen die Ergebnisse der Gefrierbruch-
Immunogoldmarkierung von Caveolin-1. Sie werden dargestellt, um einenedifé&tgleich

mit den anderen zu markierenden Proteine zeigen zu kénnen. Die Goldmatikzveolin-1
Markierung sind direkt an den Caveolenstrukturen sichtbar. Zusatzlieh etkennen, dass

die Markierungsrate fur Caveolin-1 nach C/Pt-Bedampfung hoher ishaals der Pt/C-
Bedampfung.
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Neben Caveolin-1 soll auch Flotillin-2 in den Caveolen lokalisiert seid wurde mit
Caveolin-1 coprazipitiert (Bickel et al. 1997). In den Abbildungen 3.23.a und 3.23.Hisind
Ergebnisse der Gefrierbruch-Immunogoldmarkierung von Flotillin-2 daaigfestin Vergleich
zu Cav-1 sind weitaus weniger Goldpartikel zu erkennen. Die Markigatagst bei Flot-2
sehr viel geringer. Die C/Pt-Bedampfung scheint aber auch hieMdrkierungsrate zu
verbessern. Dennoch sind nahezu keine Goldpartikel direkt an den Caveolerestraktur
identifizieren. Die meisten Goldpartikel befinden sich in der fladdembran (siehe Kreise),
so dass man mit Hilfe der Gefrierbruch-Immunogoldmarkierung eine lisakan des

Flotillins in den Caveolen ausschliefen kann.

Die eNOS-Markierung ist in den Abbildungen 3.24.a und 3.24.b dargestelltigEsizk eine

Lokalisation dieses Proteins in den Caveolen (siehe KastchenhdasnsVergleich zu Cav-1
weniger Goldpartikel gebunden, aber diese befinden sich fast ausschlai3iden Caveolen
und nur einige wenige in der flachen Membran (siehe Kreise). Di¢-Bedampfung hat

offenbar keinen Einfluss auf die Markierungseffizienz.

Die Abbildungen 3.25.a und 3.25.b zeigen die Gefrierbruch-Immunogoldmarkierung von f-
Actin. Hier sind allerdings nur die Pt/C-Bedampfungen dargestialtie C/Pt-Bedampfung

in diesem Zusammenhang nicht zur Verfiigung steht. Daftr wurde mitd&hbi3.25.b ein
Bereich ausgewahlt, in dem die Platinschicht recht diinn ist ode( felatinschatten”). Man
erkennt in beiden Abbildungen kleine Gruppen von Goldpartikeln (siehe Kreistshika).

Es befinden sich kaum Markierungen an den Caveolen, sondern eher inluem fidembran
(Kreise). Nur vereinzelt lassen sich f-Actin-Markierungen in @¢&the von Caveolen
identifizieren (K&stchen), woraus hervorgeht, dass Actin nicht dime€aveolen lokalisiert

ist.

In den Abbildungen 3.26.a und 3.26.b sind die Ergebnisse der Doppelmarkierung von Cav-1
und PTRF dargestellt. Cav-1 wurde hier mit 20 nm und PTRF mit 10 roflegr
Goldpartikeln markiert. Im Vergleich zur Cav-1-Markierung mit 10 gnm3en Goldpartikeln

(Abb. 3.22) wird deutlich, dass bei 20 nm gro3en Partikeln die Markieruaggranger ist.

Auch die PTRF-Markierung ist hier gering (Abb. 3.26.a; Kastchen). Denisicldie
Lokalisation von PTRF und eine Co-Lokalisation mit Cav-1 mit Hilfe Gefrierbruch-
Immunogoldmarkierung maoglich. Anhand der C/Pt-Bedampfung, bei der die Margigon

Cav-1 als auch PTRF deutlich héher ist, kann man erkennen, dass beide Ritntewiegend



Ergebnisse 65

in den Caveolen vorkommen und dartiber hinaus kolokalisieren (siehe Abb. 3.26.b;

Kastchen).

3.3.2 Isolation caveolinreicher Membrandomanen

Ziel der Isolation caveolinreicher Membranvesikel war es, digkisirelle Organisation der
Caveolen und der Caveolinproteine besser zu verstehen. Dazu wurden Methiodenteil
beschrieben die caveolinreichen Vesikel aus Rattenlunge isoliert ws® diir eine
Gefrierbruch-Immunogoldmarkierung verwendet. Zunachst wurde die Isolatian de
caveolinreichen Membranvesikel anhand des immunochemischen NachweiseawbrinC
einer SDS-PAGE und Western-Blot-Analyse tberprift (siehe Abbildung 3.27)

<
(&)

Abb. 3.27:

Isolation caveolinreicher Membranves
— aus Rattenlunge, Western-Blot; Marker
66, 45, 36, 29, 24, 20, 14.2 kDa; Band
0,5 pg isolierter Membranvesikel; Bal
2: 0,5 pg Homogenat

Es wurden jeweils 0,5 pg Gesamt-Protein der isolierten Membi&avgBande 1) im
Vergleich zu dem Homogenat des Lungengewebes (Bande 2; 0,5 pug ®estmmt), aus
welchem diese isoliert wurden, auf das Gel aufgetragen. In stenéBande ist eine deutliche
Anreicherung von Caveolin-1 aus den isolierten Membrandomanen zu erkennen. In den
folgenden Abbildungen sind exemplarisch einige elektronenmikroskopische Awgnahm
(Abb. 3.28.a -3.28.d) der Gefrierbruch-Immunogoldmarkierungsversuche diesertanolie

caveolinreichen Membrandomanen dargestellt.
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Abb.3.28.a-d:  Gefrierbruch-Immunogoldmarkierung liester Membranvesikel,
Pfeil- spitzen zeigen Caveolin-1 Immunogoldmarkigyen;
Balken 100 nm

Wie aus den Abbildungen ersichtlich ist, haben die isolierten cavaohere
Membrandomanen eine vesikulare Struktur unterschiedlicher Gro3e. Dasge\enthalten
Intramembranpartikel, die darauf hindeuten, dass hier Transmembranpreiegatagert
sind. Die meisten Goldmarkierungen finden sich in Bereichen, in denerendlder
Bedampfung nur eine dinne Platinschicht (,Platinschatten”) aufgedamyfie. Die
strukturelle Wiedergabe ist aufgrund des fehlenden Pt-Kontrastés suc gut, wie in
Bereichen mit dickerer Platinschicht. Dennoch lassen sich Pattikdlren erkennen, an
denen Caveolin-Markierungen lokalisiert werden kénnen. Uber die strukt@negjinisation
des Caveolins beziehungsweise der Caveolen sagen diese Aufnahmenrabsir wenig
aus. Man kann aber erkennen, dass einige Markierungen in Gruppen angeadi(stke
Abb. 3.28.a, b und d). In der Abbildung 3.28.b ist eine eingesenkte, markierte Ciaveole
einem Vesikel zu erkennen. Ansonsten sind die Goldmarkierungen eher ekrainiZnden,
so dass man keine konkreten Aussagen Uber die strukturelle Anordnung godenedikation

des Caveolins in den isolierten Vesikeln machen kann.
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3.3.3 Immunpréazipitation von Caveolen

Die Immunprazipitation von Caveolen sollte wie bei dem im vorherigdoschnitt
beschriebenen Versuch dazu dienen, die strukturelle Organisation desleéDaved das
Verteilungsmuster des Caveolins (,caveolar coat) zu analysiewed elektronen-
mikroskopisch darzustellen. In den folgenden Abbildungen 3.29.a-3.29.e sind die Erebniss
der Immunprazipitation mit anschlieRender Immunogoldmarkierung und Negativ
kontrastierung anhand von elektronenmikroskopischen Aufnahmen gezeigt.

Abb. 29.a-d:
Immunprazipitierte  Vesik
im Negativkontrast mit Cav
1-Markierung (Pfeilspitzen
Balken 100 nm; e) isoliet
caveolinreiche Membran
doméne, Balken 500 nm
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Wie die Aufnahmen zeigen, konnten mit Hilfe der Immunprazipitationikéessoliert
werden, an denen Cav-1 mit 10 nm grof3en Immunogoldpartikeln markiert werdee. konnt
Die GroRRe der Vesikel ist mit bis zu 300 nm Durchmesser allesdingf3er als die nativer
Caveolen mit 50-100 nm Durchmesser. Uber das Verteilungsmuster viasli@alassen sich

aber auch hier keine konkreten Aussagen machen. Im Vergleich zu désrtdsol
caveolinreichen Membrandomé&nen ist bei den immunprazipitierten Vesikethr
Markierung vorhanden. Die Cav-1 spezifischen Markierungen sind diffus Ubeyedamte
Oberflache der préazipitierten Vesikel verteilt. Neben den verkidaech Immunprézipitation
isolierten Vesikeln konnten ebenfalls ganze Membrandomanen prazipiiertien.
Abbildung 3.29.e lasst erkennen, dass auch hier Gruppen von Caveolin-1-spezifischen
Immunogoldmarkierungen vorhanden sind, die auf Caveolen hindeuten (Pfeilspitzen).

Einzelne Caveolen lieRen sich mit dieser Methode jedoch nicht isolieren.

3.3.4 Rekonstitution von isolierten 400 kDa Caveolin-Komplexen in Liposomen

Die Isolation von Caveolin-Komplexen sowie deren Rekonstitution in Prptsaimen
dienten der strukturellen Aufklarung der caveolaren Hulle, der amtgvon Caveolin-1 an
Caveolen und der Frage, ob sich die Caveolen-Struktur durch Selbstorgarisaet. Mit
Hilfe der Rekonstitutionsmethode kénnen komplexe Strukturesitro nachgebaut werden,
um Riuckschlisse auf ihre Struktur und Bildungivo zu ziehen. Zunachst wurden dazu die
Caveolin-Komplexe mit der von Monier et al. (1995) beschriebenen Methode aus
Rinderlunge isoliert. In Abbildung 3.30 ist die Western-Blot-Analyse rdér Caveolin-1
angereicherten Fraktion aus dem kontinuierlichen Sucrose-Dichtegeadiesawie zweier
daruber und einer darunter liegenden Fraktionen dargestellt. In den uRtaldionen
(Banden 1, 2) ist kein Caveolin-1 nachzuweisen. In den beiden dartber liefeakigonen
sind die Banden (4, 5) fur Caveolin-1 zwar intensiver, es sind aber naiizlmiie Banden
erkennbar. Die ,sauberste” Fraktion, die in Bande 3 gezeigt ist, waude3 Fraktionen
entnommen und fur die Rekonstitutionsstudien verwendet. In der Abbildung 3.31 saild Det
aufnahmen (a- ¢) und eine Ubersicht (d) von den isolierten und Caveoliminimarkierten
Komplexen im Negativkontrast dargestellt. Die Komplexe zeigeh sls filamentose
Strukturen (Abb. 3.31.a-b) oder partikulare Strukturen (Abb. 3.31.c) unterschiedhichiee.
Die Goldpartikel (Pfeilspitzen) zeigen die Caveolin-1 Markierung der isefie3trukturen.
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M 1 2 3

A et Abb. 3.30:

= Isolation von Caveolin-1-Koplexen au
Rinderlunge, Fraktionen aus d

Abb.3.31:a- c) Detailaufnahmen

der

Dichtegradienten; WestefBlot; Bande 1, :
Fraktionen unter der angereicherten Qav-
Fraktion; Bande 3: angereicherte Chavraktion
Bande 4, 5: Fraktionen Uber der angereich
Cav-1 Fraktion; Marker : 66, 436, 29, 24, 2
14.2 kDz

isolierten  Caveolin-1-Komplexmit Cav-1
Immunmarkierung im Negativkontrast) Ubersicht, Pfeilspitzen zeigen
einzelne Partikel mit Caveolin-1 Immunogoldmarkiegen; Balken 100 nm
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Die hier im Negativkontrast dargestellten isolierten Caveobmflexe wurden wie im
Methodenteil beschrieben fur die Rekonstitutionsstudien verwendet und konmtigmeerth

in Proteoliposomen eingebaut werden. Die folgenden Abbildungen (3.32.a- ¢ und 3.88) zeig
gefriergebrochene Liposomen mit eingebautem Caveolin-1, welches Hilfg der
Immunogoldmarkierung nachgewiesen werden konnte (Abb. 3.32.a-c, PfeilspitgesindE
ausschliel3lich Gefrierbriche mit C/Pt-Bedampfung gezeigt, daMéeauch in 3.1.1 gezeigt

die Markierungsrate hoher ist. Sowohl auf den konkaven als auch auf den konvexen
Spaltflachen zeigt sich der Einbau von Caveolin-1 anhand der Goldmarki@iasg. ist

meist in Gruppen angeordnet (Abb. 3.32.a-c, Pfeilspitzen) und ist nicht gabemden Eis
(Medium) zu finden (Ubersichtsaufnahme 3.33). Hochstens 1 % der Markieefanyd sich

im Eis (Medium) auf3erhalb der Liposomen.

Abb.3.32:a- ¢) Detailaufnahmen von Gefrierbriichen der rekoristiten Cav-1 Proteoliposomen
mit Cav-1 Immunogoldmarkierungga) und b) konkave Spaltflaicheg) konvexe
Spaltflache; Pfeilspitzen zeigen Caveolin-1 Immusidgharkierungen; Balken 100
nm

Abb.3.33:

Ubersicht eines Gefrierbuches der
rekonstituierten Cav-1 Proteoliposomen
mit Cav-1 Immunogoldmarkierung;
Pfeile zeigen Caveolin-1 Immunogold-
markierungen; Balken 200 nm
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4. Diskussion

4.1 Optimierung der Gefrier bruch-lmmunogoldmarkierung

Die Methode der Gefrierbruch-Immunogoldmarkierung ermdéglicht Einblickden Aufbau

und die ultrastrukturelle Organisation von Biomembranen und dient der lail@aiisund
biochemischen Identifikation von Membrankomponenten. Dabei liefert die Kondwirnder
Gefrierbruchmethode mit der cytochemischen Markierung von individuelleekilen der
Zellmembran direkte Einblicke in die chemische Natur und TopologieZd#membran-
komponenten (Fujimoto 1993, Pinto da Silva 1984, 1987, Severs 1995, Takizawa und Saito
1996, Torris und Mancini 1996). Die von Fujimoto (1995) eingefiihrte Methode der-“SDS
digested freeze-fracture replica labeling (SDS-FRL)"-Tdchvar eine Weiterentwicklung in
der Gefrierbruch-Imunmarkierungstechnik. Erst durch diese Technik wardgglich, auch

die protoplasmatische Spalthélfte (P-face) der Membranen cytadieru markieren und
Proteine der cytoplasmatischen Membranhdlfte mittels der e8mfuich-Immunogold-
markierung zu lokalisieren. Ein zusatzlicher Vorteil ist der &mnkryofixierten Materials,
was eine Artefaktbildung durch chemische Fixierungsmittel aus&thlind einen nativen
Zustand der Zellen gewahrleistet. Eine Weiterentwicklung und Ogrtimg dieser Methodik

konnte in Zusammenhang dieser Arbeit in unserer Arbeitsgruppe etabliert werden.

Auch fir die in dieser Arbeit durchgefiihrten Untersuchungen zur Chasaiteng und
Strukturanalyse der Caveolenmembran war die Gefrierbruch-Cytochéimigbevorzugt
angewendete Methode. In verschiedenen Versuchsansatzen der Immunogotdntaskoa
Caveolin-1 konnte festgestellt werden, dass die Markierungseffinéuafzg unterschiedlich
war. Diese unterschiedlichen Markierungsraten korrelierten mit Signichtdicke der
aufgedampften Platinschicht. Derartige Beobachtungen konnten auch blebkadisation
anderer Membranproteine gemacht werden. Bei der Lokalisation von Phdglchatin auf
der E-Flache von sekretorischen Vesikeln (Fujumoto et al. 1996) oderi dier hekalisation
der Tetrachlorethan reduzierenden DehalogenaSaliarospirillum multivorans (John et al.
2006) mit Hilfe der Methode der Gefrierbruch-Immunogoldmarkierung konntegrddhiede
in den Markierungsraten bei unterschiedlichen Platinschichtdicken bedbaelndien. Diese
Unterschiede wurden aber zum Teil nicht diskutiert. Bei der Armait John et al. (2006)
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wurde bei den in unserer Arbeitsgruppe durchgefihrten Gefrierbruch-Immdnogol
markierungen bereits die ,umgekehrte* C/Pt-Bedampfung angewendetli®&JB8truktur der
Caveolen und die Verteilung des Caveolins mit Hilfe der Gefrienshmenunogold-
markierung genau untersuchen zu kdnnen, sollten zunachst die ursachlicheanFaktdre
Variation in der Markierungsrate bestimmt und der Einfluss detinPlaeziehungsweise
Kohlenstoffschicht untersucht werden. Auf diese Weise sollte esiahéggin, die Methode
der Gefrierbruch-Immunogoldmarkierung so zu optimieren, dass eine alexXifarkierungs-
rate zu erzielen ist. Schon Fujimoto (1995) nahm an, dass vor alleoldienstoffschicht
entscheidend fir die Adsorption der Membranproteine an den Replika idt. URaks
Yasumura (1999) bestatigten diese Hypothese, indem sie zeigtemaggssction Proteine
besser an Kohlenstoff-Replika adsorbiert waren als an konventionell€aReplika.
Dennoch wurde nicht geklart, welchen Einfluss die Bedampfungspararaaterdie
Markierung haben und in welcher Weise sich die Markierungsrate eptimiasst. Darlber
hinaus sind die Kenntnisse Uber die eigentliche Zusammensetzungfderb@eh-Replika

und des anhaftenden biologischen Materials nur fragmentéar.

Ein Ziel dieser Arbeit war es daher, mit Hilfe von Variationerierschiedlicher Faktoren,
welche die Markierungsrate an Gefrierbruch-Replika beeinflussen kddmeiMethode zu
optimieren. AulRerdem sollten weitere Untersuchungen an Gefrierbrymikdrezur
Darstellung der an den Replika gebundenen Komponenten dazu beitragen, dekenm St
besser zu verstehen. Als Untersuchungsmodell dienten chemisch umfiRiEBEMaus-
fibroblasten und 3T3-L1-Adipozyten an denen Caveolin-1, das Markerprotein deol&a
mit Immunogold markiert wurden. Zunachst wurden die Parameter fiBediampfung mit
Platin und Kohlenstoff variiert. Durch die Variation der aufgedampREtinschichtdicke
konnte eindeutig gezeigt werden, dass dinne Platinschichtdicken von 1,5 nimdtckec
eine signifikant bessere Markierungseffizienz erzeugen atsm$&dhichtdicken von 2,5 nm,
die oft wegen des sehr hohen elektronenmikroskopischen Kontrastes bemden. wgie
beste Markierungsrate wurde bei einer C/Pt-Bedampfung erzielt,dée zuerst die
Kohlenstoffschicht und anschlieend die Platinschicht auf die Membrdlisyedt
aufgebracht worden war. Diese Ergebnisse sprechen dafir, dass dedaaybfte

Platinschicht einen einflussreichen Faktor fiir die Markierungseffizientetiars

Als eine mdgliche Ursache fur die verminderte Markierungsrat2,5enm Pt/C-Bedampfung

wurde in unserer Arbeitsgruppe eine elektrostatische AbstoRung detwartantikdrper
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gebundenen Goldpartikel durch die Platinschicht diskutiert. Diese Vermistumde durch
eine alternative Nachweismethode des gebundenen Erstantikdrperdfengifes Cerium-
phosphat-Niederschlages uberprift werden. Die Bindung des Gold-Zweitpatigowird
nicht durch die Bedampfungsparameter beeinflusst, denn die hoéhere Cavétdirkigr-
barkeit bei Kohle-bedampften Replika konnte auch bei Verwendung von Ceriumphosphat

nachgewiesen werden.

Eine Ursache fur die limitierende Wirkung der Platinschicht sthei ihrem Aufdampf-
vorgang zu liegen. In Versuchen, bei denen die EmissionsparametatievEmissions-
stromstarke und die Aufdampfzeit bei konstant gehaltener Platinsiblantund konstanter
Beschleunigungsspannung an der Verdampferquelle variiert wurden, konntg gezden,
dass kurze Aufdampfzeiten mit hoher Emissionsstromstarke (89 mAcl)2zaesignifikant
besseren Markierungsraten fiuhren. Lange Aufdampfzeiten mit niedigeissions-
stromstarke (59 mA, 35 sec.) dagegen limitieren die Markierungeetf. Wéahrend des
Aufdampfvorgangs werden die gefrorenen Proben bei — 150° C gekihlt, so dass ei
thermische Schadigung der Epitope unwahrscheinlich erscheint. Diestinésle in der
Markierungsrate konnten darin begrindet liegen, dass die Platinschisitbn bei
unterschiedlichen Emissionsstromstarken in ihrer mikrogranularen ikdPstruktur
unterscheiden. Bei hohen Emissionsstromstarken konnten die Mikrokérnung undukgrtei
dazu fuhren, so dass mehr biologisches Material an den Replika haéi. Iie
Unterschiede in der Mikrostruktur von Platin- und Kohleschichten konnte schorukamF
(1958) gezeigt werden. Diese Unterschiede in der Mikrostruktur kdnntescebde Ursache
fir eine bessere Markierung der C/Pt- Replika sein, bei der tzdersKohleschicht

aufgedampft wird.

Die Kohlenstoffschicht kann wahrscheinlich aufgrund ihrer eher amorphektuBt(Fukami

1958) das an den Replika haftende biologische Material wie Proteine ipig besser
binden und festhalten, was sich in einer erh6hten Anzahl an Epitopen uncé&neeen
Markierungseffizienz dulern wuirde. Diese Hypothese wurde mit Hilfen

Ultradtinnschnitten unterschiedlich bedampfter Replika tberprift (siefebiisteil 3.2.1).
Die mit Osmiumtetroxid kontrastierten Protein- und Lipidschichtengtee keine
Unterschiede in Bezug auf die Schichtdicke bei unterschiedlichen Rédagsarten. In
tangentialen Schnitten durch die Replika konnte die Replika-stalidigentrastierte Protein-

Lipidschicht dargestellt werden. Diese zeigte sich als eimzvidgk, in dem lokale
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Gruppierungen von Caveolin-1 Immunogoldmarkierungen auftraten. Damit konnte zum
ersten Mal das an den Replika gebundene Material gezeigt werdate Replika mit dem
starken Detergenz SDS gereinigt werden, kbnnte man vermuten, dassiéauiembran-
Komponenten an den Replika haften bleiben. Diese Vermutung konnte mit ddiffe
Darstellung des an den Replika haftenden Materials widerlegtlewerAus dieser
Beobachtung resultiert die weiterflhrende Annahme, dass sich dieciggest
Markierungseffizienz nicht in einer Schichtdickenzunahme des an derk&daiftenden
Materials auf3ert, sondern durch ein dichteres Replika-gebundenes -RBipithiNetzwerk.
Diese Annahme wird dadurch unterstitzt, dass bei Versuchen mit bgidsehlenstoff-
bedampften Replika keine Unterschiede in der Schichtdicke der Membtanhéir
unterschiedliche Bedampfungsvarianten erfasst werden konnten. Die Dmkangelagerten
Antikorperschichten nach Immunmarkierung lieen sich dagegen gut wiffileren (siehe
Ergebnisteil 3.2.2). Der morphologische Nachweis eines dichterenrPripei-Netzwerkes

konnte im Rahmen dieser Arbeit nicht erbracht werden.

Einen zusatzlichen Faktor fir die Dichte an Immunogoldmarkierung sliellGré3e der
eingesetzten Zweitantikorper-Gold-Komplexe dar. Je kleiner diemaplexe sind, desto
hoher ist die Zweitantikorper-Partikeldichte (siehe Ergebni3t&ib). Hier ist die signifikant
verbesserte Zweitantikbrper-Markierungseffizienz durch den geengélatzbedarf der
kleineren Antikdrper-Gold-Komplexe zu erklaren. Bei den Markierungsveesucvon
Caveolin-1 ist es wahrscheinlich, dass es zur Bindung von mehrereta@vkéirpern an
einen Erstantikdrper kommen kann. Laut des Produktdatenblattes kann der vestvende
Zweitantikorper (British Biocell International) an beide H- und &ti€én des Erstantikérpers
binden. Somit kann es zu einer Verstarkung der Markierung kommen, wodurclg&eanes
Quantifizierung von Caveolin-1-Molekilen mit Hilfe der Caveolin-1-speaiien
Goldpartikel des Zweitantikbrpers mdglich ist. Als Alternative konrideotein A oder mit
Gold gekoppelte Erstantikorper verwendet werden. Dadurch konnte der Nackoveis

Caveolin-1 spezifiziert und eine genauere Quantifizierung ermoglicht werden.

Die dargestellten Versuche tragen dazu bei, die Struktur der éesreoHille und das
Verteilungsmuster von Caveolin-1 aufzuklaren. Anhand der unter 3.1.5. datgestell
Abbildungen der 3D-Rekonstruktionen wird deutlich, dass sich die Markierungen von
Caveolin-1 auf den oberen Bereich der Caveolen beschrankt. Die Markistungy- oder

bandformig lateral um die Caveolen angeordnet, wobei der ,Boden” deol€dvei von
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Caveolin-1 indizierenden Goldpartikeln ist. Diese Ergebnisse stimmgndenen von
Westermann et al (2005) tUberein, womit eine eindeutige Lokalisation &eeolh-1 nahe

dem ,Halsbereich” der Caveolen vermutet werden kann.

Neben den Untersuchungen der Caveolen im Transmissionselektronenmikroskop wurde
auch rasterelektronenmikroskopische Untersuchungen durchgefiihrt. Zum einen dazde
Gefrierbruch-Replika von 3T3-Mausfibroblastenzellen verwendet, wobeidgcheplizierte
innere cytoplasmatische Oberflache darstellen lasst. Dietimbieerlaubt zusatzlich zu den
3D-Rekonstruktionen eine bessere raumliche Vorstellung der Caveolsilieg als die
TEM-Bilder. Die Verteilung der Caveolin-1 spezifischen Markierumggoldpartikel)
bestéatigt eine bandférmige Organisation des Caveolins unterhaladeolén-Offnung (Abb.
3.15). Nur an flachen Caveolen, sind die Markierungen diffus verteilt.

Zum anderen sollte die aulR3ere exoplasmatische Oberflache deraPlasmbran einer NIH-
3T3-Mausfibroblastenzelle untersucht und die Offnung der Caveolen ditgestelen.
Hierbei zeichnen sich auf der Oberflache der Plasmamembranr&l@asikuldre Strukturen
ab, die Bestandteil der Glykokalix sein kdnnten. Bei den gro3eren R&tikkturen kbnnte
es sich um Glykolipide oder Proteinkomplexe der auf3eren Membranhatfteelha die
aufgrund der Goldbesputterung starker hervortreten. Erlandsen et al. (200&nkoiinitilfe
hoch auflosender Cryo-FESEM (cryo-field emission scanning electramosoopy) ebenfalls
Strukturen der Glykokalix an der Oberflache von Thrombozyten darsteliese Strukturen
wurden als Zell-Adhasionsmolekille (CAMs, cell adhesion molecules)zum Beispiel P-

Selektin oder Integrine identifiziert.

Die &uRere Oberflache und die Offnung der Caveolen konnte erstmaligchaufgeldst
dargestellt werden. Es zeichnen sich ringformig angeordnete parék8trukturen ab, die

den Porus der Caveolen umgeben (Abb. 3.16). Diese Strukturen konnten sich durch die
Fixierung mit Glutaraldehyd, ein daraus resultierendes Zusamrhenzgter Membran und
durch die Goldbesputterung starker darstellen als &s/0 der Fall ware. Diese Strukturen
konnten Proteinkomplexe der aul3eren Membran darstellen, die aufgrund der
Membrankriimmung an den Caveolen nach auRRen gedriickt werden. Ahnliche ringfdgmmig

die Caveolen angeordnete Intramembranpartikel konnten auch von Westerman(i239)

an Gefrierbrichen Glutaraldehyd-fixierter 3T3-L1 Fibroblasten auf ed@plasmatischen
Spaltflache beobachtet werden. Zudem zeigt sich nach der Fixieiti@jutaraldehyd, dass
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ein Groldteil der Caveolen abgebrochen ist, was sich durch ein Zusaieime@nzm

Halsbereich der Caveolen durch die Fixierung erklaren lasst. AufglemBixierung stellen
sich die Caveolen im Ultradinnschnitt als omega-férmige, im Halsle verengte
Strukturen dar (siehe auch Abb. 1.1.). In den durch Gefrierbruch hergasidipdika stellen
sich die Caveolen dagegen eher als becherférmig ohne eine Verengltalsbereich dar.
Die Verengung im Halsbereich ist somit ein Artefakt der Galthydfixierung. Auf der
protoplasmatischen Spaltflache und bei nicht fixierten Zellen fehldiese

Intramembranpartikel allerdings. Foti et al. (2007) zeigten auf ed@plasmatischen
Membran-Spalthalfte von fixierten 3T3-L1-Adipozyten Partikel in dealskegion der
Caveolen. Die Partikel konnten als Insulin-Rezeptoren identifizierden. Die Halsregion
der Caveolen soll daher eine distinkte Plasmamembran-Subdomaéane bilddan dresulin-

Rezeptor anreichert, wobei Actin eine stabilisierende Funktion tbernehmen soll.

Fur Caveolin-1 konnte eine eindeutige Abhangigkeit der Markierungsrate deon
Bedampfung festgestellt werden (siehe Ergebnisse unter 3.1.1). @aleisti auf der
cytosolischen Seite liber eine sogenannte Haarnadelstruktur in sieaRiambran verankert,
wobei es die Plasmamembran wahrscheinlich nicht vollstdndig durctigiehe Abb. 1.4).
Das zu markierende Epitop ist bei diesem ,Halbmembranprotein® aernNnalen Ende
lokalisiert. Eine derartige Insertion in die Membran koénnte sich deei Gefrierbruch-
Immunogoldmarkierung als kritisch erweisen, da aufgrund der geringel@mbran-
verankerung im Vergleich zu echten Transmembranproteinen eine wstagige Bindung an
den Gefrierbruch-stabilisierten Membranhalften denkbar ist. Diels¢gbmnembranproteine”
konnten durch die Behandlung mit SDS zum Teil von den Replika abgelostnwéree
Einfluss der SDS-Behandlung auf die Markierungsrate wurde im ZwgerdArbeit nicht
weiter untersucht. Die Bedingungen der SDS-Reinigung wurden beiatsaochen konstant
gewahlt, so dass die unterschiedlichen Markierungsraten nicht durchschiedtiche
Inkubationsdauer oder Inkubationstemperatur resultieren. In dieser Arbeitekgangigt
werden, dass bei Immunogoldmarkierungen von Transmembranproteinen, welctéadiglls
in die Plasmamembran inserieren, keine signifikante Abhangigkeividedierungsrate von
unterschiedlichen Bedampfungsparametern festzustellen ist. Hiermlenv Versuche zur
Gefrierbruch-Immunogoldmarkierung von AQP1 durchgefuhrt. AQP1 ist mit 6
Transmembranhelices in der Plasmamembran verankert, wobei dasrkierenae Epitop
direkt hinter der 6. Helix bis hin zum C-Terminus lokalisiert ish Vergleich zur

Gefrierbruch-Immunogoldmarkierung von Caveolin-1 sollte bei den Markierursyshen
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von AQP1 eine geringere oder keine Abhangigkeit von unterschiedlichen PBlechays:
situationen zu beobachten sein. Die unter 3.1.3 in Abbildung 3.6 dargesteliigmiSse
bestétigen diese Hypothese. Eine statistische Auswertung rfranalyse und Post-Hoc-Test
mit SPSS) der fur die 3 verschiedenen Bedampfungstypen ( 2,5 nm1P/@n Pt/C und
C/Pt) ausgezahlten durchschnittlichen Markierungen pré ergibt nur einen signifikanten
Unterschied zwischen der 2,5 nm Pt/C-Bedampfung und der C/Pt-Bedampfimg. E
statistischer Vergleich der Markierungsraten der udbrigen Bedmgeh zeigt keine
signifikanten Unterschiede. Im Gegensatz dazu stehen die Ergeli@ssenmunogold-
markierungen von Caveolin-1, bei der die statistische Auswertunggyézej dass sich alle
drei Bedampfungstypen signifikant unterscheiden (siehe Ergebnisteil .3.Dieke
Ergebnisse bestétigen die von Schlérmann et al. (2007) gemachten Beogechh Bezug
auf das Transmembranprotein Connexin 43 und lassen vermuten, dass die rvtesatiran
der Proteine die Effizienz der Gefrierbruch-Immunogoldmarkierungnttegsen kann. Bei
Connexin 43 handelt es sich um ein oligomeres Transmembranprotein, dasveius
hexameren Connexonen, welche jeweils aus 24 Transmembranhelicdsaaufgad, einen
dodekameren Zell-verbindenen Kanal bildet (Cheng et al. 2003). Gefriertmuciunogold-
markierungen von Connexin 43 zeigten nach unterschiedlicher Bedampfung leldezifed

Unterschiede in den Markierungsraten (Schlérmann et al. 2007).

4.2 Biochemische Charakterisierung der Caveolen-Membran

Neben den strukturellen Untersuchungen an den Caveolen-Membranen bestaaideeas w
Ziel dieser Arbeit in der biochemischen beziehungsweise morphologi§terakterisierung
der Caveolen mit Hilfe der Gefrierbruch-Immunogoldmarkierung. ZafleeiProteine wie
zum Beispiel G-Proteine, Membran-Rezeptorproteine, Tyrosinkinasenménzye eNOS,
GTPasen, Adapterproteine und strukturelle Proteine wie Actin sollenCaveolen
angereichert sein (Anderson 1998, Razani et al. 2002a). Zum Teil beruhem die
Beobachtungen auf biochemischen Isolationsmethoden Detergenz-unldslicineoravie

bestandteile, wie es zum Beispiel fur Flotillin der Fall war.

Flotillin ist in Lipid Rafts lokalisiert (Lang et al. 1998, Neuma@ressen 2004) und wurde
als Raft-Markerprotein aus mit Caveolen angereicherten Membramegmen Lungen-

gewebes isoliert, sequenziert und fliatillin-1 undflotillin-2 codierenden Gene identifiziert,
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die zuvor schon als ESA (Epidermal Surface Antigen) bekannt waieke(Ret al. 1997).
Flotilline besitzen eine evolutionér konservierte PHB-Domane (pramibadmology domain).
Diese Doméne kénnte eine Haarnadel-ahnliche Struktur ausbilden, b @sr Membran-
domane des Caveolins der Fall ist. Eine weitere Ahnlichkeit beistatdr Lokalisation der
Flotilline in Detergenz-resistenten Membrandomé&nen (Langhorst 0@5, Morrow und
Parton 2005). Eine Kolokalisation oder biochemische Interaktion mit Cave&lomnte aber
nicht bestatigt werden (Stuermer et al. 2001, Souto et al. 2003). Batesr umstritten, ob
Flotilline in Zellen, die Caveolen besitzen, in diesen lokalisied,soder eine eigene ,Art*
von nicht caveolaren Plasmamembran-Mikrodomanen beziehungsweise Rafts bilden.
In dieser Arbeit wurde mit Hilfe der Gefrierbruch-Immunogoldmatkig die Lokalisation
von Flatillin-2 an der Plasmamembran von 3T3-Mausfibroblasten analyseErgebnisteil
3.3.1 (Abb. 3.23.a-b) sind die Markierungsversuche von Flotillin-2 dargestellkoisie
gezeigt werden, dass nahezu keine Flotillin-2-spezifischen Markiemuag Caveolen zu
finden sind. Die Flotillin-2-Markierungen befinden sich ausschlieliciachen Plasma-
membranbereichen aul3erhalb von Caveolen. Damit kann eine Lokalisation vomatiiid
somit eine Kolokalisation mit Caveolin-1 an Caveolen ausgeschlossetenveAuch
Rajendran et al. (2007) und Frick et al. (2007) konnten zeigen, dass rFlotdht mit

Caveolin-1 und Caveolen assoziiert ist.

Die Flotillin-2-Markierungen waren haufig in Gruppen angeordnet, wasitlamdeutet, dass
dieses Protein eigene Raft-Domanen bildet. Die in Gruppen angeordrletdhn-2-
spezifischen Markierungen sind auf einer Flache von ungefdhr 50-100 nm [@ssgim
verteilt. Diese Gro6f3e stimmt mit der von Kurzchalia und Parton (1888ulierten Grolie
von Lipid Rafts von 70 nm Uberein. Die Flotillin-2 Markierung weist nocheafweiteres
Problem hin, welches schon diskutiert wurde. Wie bei Caveolin-1 idfldikierung von der
Bedampfungsart abhangig (Abb. 3.23.b). Die postulierte Haarnadel-ahnlichd¢uStvon
Flotillin-2 konnte wie auch bei Caveolin-1 fur diese Abhangigkeit derkMeung von den
Bedampfungsparametern verantwortlich sein. Diese Ergebnisse igestédomit die
Hypothese, dass die Membrantopologie eines Proteins die Markierendgsainflussen

kdnnte.

Das biochemisch wahrscheinlich am besten untersuchte Signalprotdchesvedurch
Caveolin moduliert wird, ist eNOS, die endotheliale Isoform dekStéfmonoxid-Synthase.

Eine Acetylierung von eNOS flihrt zu dessen Transport in Lipid Raft&nen/Caveolae der
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Plasmamembran oder zum Golgi-Apparat. Dabei besitzt nicht medlia-1 interagierendes
eNOS, welches in Lipid Rafts oder Caveolen lokalisiert ist, opgiraazymatische Aktivitat.
Eine Interaktion beziehungsweise Bindung an Caveolin-1 inhibiert seineidfurfi@arcia-
Cardena et al. 1996, Fulton et al. 2002). Anhand der Gefrierbruch-Immunogoldomagkie
sollte die Lokalisation von eNOS an Plasmamembran-Caveolen von 3T3iabilsfsten
dargestellt werden (siehe Abb. 3.24.a-b). Es konnte eindeutig gezeig,vaass eNOS-
Markierungen hauptséchlich an Caveolen zu finden sind, wobei einige Miaudger auch in
der flachen Membran vorkommen, was auf eine Lokalisation von eNOS sowGhVeolen
als auch in flachen Rafts hindeutet. Die Anzahl der Markierungabéstweitaus geringer als
die fur Caveolin-1 (siehe Abb. 3.24.a-b). In 3T3-Mausfibroblasten ist dieeEsipn von
eNOS im Vergleich zu anderen Zelltypen wie Endothelzellen offegdramger. Die Methode
der Gefrierbruch-Immunogoldmarkierung konnte dennoch einen morphologischen Nachwei

fur die Lokalisation von eNOS in Caveolen erbringen.

Die Actinfilamente bilden den Hauptbestandteil des zellularen &afetss und sind essentiell
fur zahlreiche Funktionen in der Zelle wie zum Beispiel Zellbewmgg Morphogenese,
Polaritdt und Zellteilung (Drubin et al. 1996, Mitchison et al. 1996). Dukatersuchungen

an isolierten Caveolen-Membranen aus Lungengewebe (Lisanti et a). d8f4aus glatten
Muskelzellen (Chang et al. 1994) konnte Actin an Caveolen identifizenden. Actin spielt
dabei eine entscheidende Rolle bei der Stabilisierung und Immobifigieler Caveolen an
der Plasmamembran (Mundy et al. 2002, Stahlhut und Deurs 2000, Thomson et al. 2002).
Sowohl fur die endocytotische Funktion als auch fir Signaltransduktionsprotsdie
Positionierung und Stabilisierung der Caveolen Uber das Actin-Cytdskelen
entscheidender Bedeutung. Die endocytotische Funktion zum Beispiel wirdcldadur
minimiert, wobei aber Kinase-regulierte Kiss-and-Run-ZyklenkifRahs et al. 2005) und

eine Toxin- oder Virus-stimulierte Endocytose maoglich sind (Pelkmans und Helenius 2002)

Die Lokalisation von Actin an der Plasmamembran wurde mit Hilfe @efrierbruch-
Immunogoldmarkierung uUberpruft. Wenn es durch das Actin-Cytoskelett zur eine
Stabilisierung und Positionierung der Caveolen an der Plasmamembrant, komagssten
zahlreiche Immunogoldmarkierungen von Actin an den Caveolen zu finden s&ndi®Vi
Abbildung 3.25 zeigt, ist dies aber nicht der Fall. Es konnten zwar GrupperActin-
Markierungen an der Plasmamembran identifiziert werden, aber slim$diberwiegend in

ebenen Membranbereichen zu finden und seltener direkt an Caveolen. Swimt keine
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direkte Verbindung von Actin zu den Caveolen beziehungsweise zum Caveolihahden
zu sein. Da die Actinfilamente nicht in die Plasmamembran ietégind, ware es moglich,
dass durch die SDS-Behandlung ein Teil der Actin-Proteine von den Regtideost
wurden. Daher konnen keine eindeutigen Aussagen in Bezug auf die Ad@ivrer
gemacht werden. Zudem soll Actin tber sogenannte Actin-bindende Pretgneum
Beispiel Filamin an Caveolin-1 gebunden sein (Stahlhut und van Deurs 20G0ginea

direkte Markierung von Actin an den Caveolen in Frage stellt.

PTRF (polymerase | and transcription release factor) wurde ksihats Zellkern-Protein
identifiziert, welches Funktionen in der transkriptionellen Kontrolle ibemt. PTRF
erleichtert die Dissoziation von pre-rRNA, Poll (Polymerase 1) uRE-Ir (transcription
termination factor 1), indem es mit TTF-1 interagiert (Janisal.e1998). Kirzlich konnte
dieses Protein, welches Uber eine PEST-Domane proteolytischereguird, durch ein
screening caveolarer Proteine in Caveolen von Adipozyten nachgewiesgenwVinten et

al. 2001). Caveolen sollen daher als Zielort fur das Targeting und did¢ranosationale
Modifikation von PTRF und anderen Proteinen mit PEST-Doménen fungieren gitioet

al. 2004, Vinten et al. 2005). Dartber hinaus scheint PTRF neben sein&riptaorellen
Funktion im Zellkern auch eine Funktion im Triacylglycerol-Metabolisrau haben, wobei
bestimmten Subtypen von Caveolen ebenfalls eine Rolle zugeordnet \biodlé#/ch et al.
2006). PTRF stellt daher einen entscheidenden Verbindungspunkt zu den Caveoleerund i
Funktion sowohl in der Bindung, der Relokation, und der durch Phosphorylierung bedingten
proteolytischen Kontrolle von Signalproteinen mit PEST-Domanen als auth
Triacylglycerol-Metabolismus dar. Deshalb sollte PTRF mifeHier Gefrierbruch-Immuno-
goldmarkierung lokalisiert werden. Wie anhand der Abbildungen 3.26.a-b deuilidh w
konnte PTRF an Caveolen lokalisiert werden. Die PTRF spezifisclaekidvingen wurden
Uberwiegend an den Caveolen und dariber hinaus in direkter N&dhe zu Caveolin-1-
Markierungen gefunden. Somit konnte gezeigt werden, dass Caveolin-1 und KOTRF

lokalisieren und daher durchaus in einem funktionellen Zusammenhang stehen kdénnten.
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4.3 Strukturanalyse der Caveolen-Membran

Trotz zahlreicher Untersuchungen an Caveolen ist der Aufbau der caveblélle immer
noch nicht vollstandig verstanden und aufgeklart. Daher bestand ein wedietedieser
Arbeit darin, die strukturelle Organisation der Caveolen und die iWengedes Caveolins zu
untersuchen. Peters et al. (1985) konnten durch hoch auflésende Rasterelektroskapie

an Kritisch-Punkt getrockneten Plasmamembranen von Endothelzellearftidsa Strukturen
auf der cytoplasmatischen Oberflache von Caveolen zeigen. Izunii €1988) wiesen
gestreifte Strukturen an der cytoplasmatischen Oberflache von Ermdtidrelnach. Auch
Rothberg et al. (1992) konnten anhand von Plasmamembran-Replika von Fibrobllastenze
nach Tiefatzung auf der cytoplasmatischen Oberflache eine furol@aveharakteristische
gestreifte Hulle nachweisen, die aus 10 nm dicken Filamenten bestéhtlie Caveolen
spiralformig umgibt (siehe auch Abb. 1.2). Diese Filamente sollerCausolin-1 aufgebaut
sein (Rothberg et al. 1992). Fernandez et al. (2002) konnten ebenfalls baige Caveolin-1
Heptamere bildet und spontan zu 10 nm grof3en Filamenten assembliere Antten wie
Westermann et al. (1999, 2005) und Thorn et al. (2003) konnten jedoch keinetgestri,

die durch Caveolin-Filamente gebildet wird, nachweisen. Westermaain (2005) konnten
zeigen, dass Caveolin-1 im lateralen Bereich um die Caveolensiekaist und nicht die
gesamte Caveole umgibt. Die in dieser Arbeit beschriebenen Wersurur
Immunogoldmarkierung von 3T3-Mausfibroblastenzellen in Bezug auf Variationaler
Goldkorngro3e (siehe Abschnitt 3.1.4) bestatigen diese Befunde. Es konnte in 3D-
Rekonstruktionen (Abb. 3.12-3.14) von mit unterschiedlichen Goldpartikelgrof3en nearkiert
Caveolin-1 eindeutig gezeigt werden, dass Caveolin-1 basolateraleu@asieolenstruktur
lokalisiert ist. Caveolin-1 Markierungen im apikalen Bereich vondie§esenkten Caveolen
sind die Ausnahme. Auch rasterelektronenmikroskopische Untersuchungen von immun-
markierten Replika (Abb. 3.15) zeigen nahezu keine Markierung von Cavealiagikialen
Bereichen der Caveolen. Diese Ergebnisse stellen die Existeaz durch Caveolin-1
aufgebauten caveolaren, gestreiften Hulle, die die cytoplasmat@atieolen-Oberflache
vollstandig bedeckt, in Frage.

Um die Organisation, den strukturellen Aufbau der Caveolen und den Eiddisi€3aveolin-1
auf die Strukturbildung genauer zu untersuchen, wurden zunachst caveoliiMeicitean-
domanen aus Lungengewebe isoliert und mit Hilfe der Gefrierbruchushogoldmarkierung

untersucht. Caveolin-1 wurde immunmarkiert und dessen Lokalisation und dli¢uSaler
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isolierten Vesikel analysiert. Das Ergebnis waren hauptsachMémbranvesikel
unterschiedlicher Gro3e. Der Durchmesser dieser Vesikel Uberstdbéi die fur Caveolen
charakteristische Grol3e von 50-100 nm. Es konnten mit der gewahlterotsiaihode also
keine einzelnen strukturell intakten Caveolen isoliert werden. Wahrensdadi#tionsmethode
kam es aufgrund von mechanischer Beanspruchung wahrscheinlich zur sterkturel
Schadigung der gesamten Membran, wobei die Triton-unldslichen Membrandornnéne
Zuge der Isolation mittels Dichte-Gradienten-Zentrifugation imai@der zu grof3eren
Membrankomplexen fusioniert sind (Westermann et al. 1999). Bei denrtisoli¢esikeln
handelt es sich daher wahrscheinlich um fusionierte Triton-unlésiMeh#brandomanen, zu
denen auch die Caveolen zahlen. Die meisten Goldpartikel finden sickraiclizen mit
geringer Platinschichtdicke, so dass die verminderte struktureltergédbe in diesen
Bereichen eine Lokalisation von Intramembranpartikeln erschwerinbDamembranpartikel
in den Bereichen mit guter struktureller Widergabe und starkemiBdaampfung sind
dagegen frei von Goldpartikeln. Daher kann nicht eindeutig geklart wexdess, sich bei den
Intramembranpartikeln um Caveolin-1-Oligomere handelt. Auch Westeretaah (1999)
konnten keine direkte Lokalisation von Caveolin-1-spezifischer Markierunginaa-

membranpartikeln zeigen. Caveolin-1 bildet vermutlich keine deutlichen IMP.

Die Goldpartikel sind haufig in Gruppen angeordnet, was auf eine Konzamtreon
Caveolin-1 in bestimmten Bereichen der Membran hindeutet, wie edeheCaveolen der
Fall ist. Caveolin-1-markierte Strukturen, die auf die Bildung eiderch Caveolin-1
aufgebauten caveolaren Hiulle hindeuten, konnten jedoch nicht identifiziederweDas
Fehlen derartiger Strukturen und die Grol3e der Membrandoméanen konnte daiimdbeg
liegen, dass es wahrend der Isolation der Membranvesikel zu eingdturgllen Schaden
gekommen ist. Dennoch besitzen diese Domé&nen immer noch Caveolin-isspezif
Markierungen, an denen strukturelle Eigenheiten einer durch Caveolin-dbaufgn Hille

erkennbar sein mussten.

Um eine strukturelle Schadigung zu minimieren, wurde versucht, ein@aneolen durch
Immunprazipitation zu isolieren. Diese sollten besser geeigmetuse die caveolare Hulle zu
untersuchen. Die durch Immunprazipitation isolierten Vesikel (sielgebBrsteil 3.4.3)
wiesen ebenfalls grof3ere Durchmesser auf, als es fiur Caveolmaktehatisch ist. Die
Vesikel waren zwar kleiner als die zuvor beschriebenen Tritoreisah caveolinreichen

Membrandomanen, hatten aber immer noch einen Durchmesser von 200-300 nm. i3aher m
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davon ausgegangen werden, dass es auch mit dieser Methode zu eikierefian
Schadigung durch die Behandlung mit Ultraschall gekommen ist, wob@l@nZaveolen
anschlieend miteinander fusioniert sind. Beide Methoden waren alsogesiginet, um
einzelne, strukturell intakte Caveolen zu isolieren. Dies wird besomigertlich an der Abb.
3.29.e, in der eine grol3e isolierte Membrandoméane dargestellt wird. Delielden sich die
immunprazipitierten Vesikel eindeutig mit Caveolin-1-spezifischenik&rpern markieren.

Es sind weitaus mehr Goldpartikel bei diesen isolierten Vesikefimden als bei den zuvor
beschriebenen caveolinreichen Membrandoménen. Die grof3e Markierungsdichte von
Caveolin-1 ist eventuell durch eine Vernetzung der Caveolin-Proteingruadf der
Antikorperbehandlung wahrend der Immunprazipitation zurtickzufihren. Diese Gielpart
sind diffus Uber die Vesikel-Oberflache verteilt. An der isolrergeo3en Membrandomane
(Abb. 29.e) sind darlber hinaus Gruppen von Caveolin-1-spezifischen Markierungen zu
finden, die auf flache caveolare Strukturen hindeuten und mit einem Dgséimeon
ungefahr 100 nm mit den Durchmessern von Caveolen Ubereinstimmen. Abemadeh a
immunpréazipitierten Vesikeln sind keine Strukturen erkennbar, wedeinkd?aroch
Filamente, die die caveolare Hulle, wie sie von Rothberg (1992) gezeigt wurdd|eafarste

Caveolin-1 bildet dartber hinausvivo hoch molekulare Homo-Oligomere von 350-400 kDa
(Monier et al. 1995, Sargiacomo et al. 1995). Jedes dieser Oligoatersish dabei aus 14-
15 Caveolin-Monomeren zusammen. Diese hoch molekularen Komplexe mit 14ell® in
Membran inserierenden Haarnadel-dhnlichen Domé&nen sollten daher nach (Gafieer-
bruch als Intramembranpartikel sichtbar sein. Wie zuvor erwdhnt konnteeraisolierten
caveolinreichen und gefriergebrochenen Membranen zwar Intramembrasipkokialisiert
werden, diese waren aber nicht mit Caveolin-1-spezifischen Markemuagsoziiert. Da es
mit den beiden erwdhnten Methoden nicht mdglich war, einzelne Caveolsalizeen, um
die caveolare Hille zu analysieren, wurden hoch-molekulare 400 kDa @atdtiimplexe
isoliert. Diese Komplexe zeigten sich im Negativkontrast palgikulare und filamentdse
Strukturen unterschiedlicher Gro3e, die mit Caveolin-1-spezifischerkGipérn markiert
werden konnten. Diese Strukturen kdnnten also Caveolin-1-Oligomere @arstdd sich in
unterschiedlichen GrélRen zusammenlagern. Die hoch-molekularen CaveolinplekXem
wurden anschlieBend in Rekonstitutionsexperimente eingesetzt. Mite Hder
Rekonstitutionsmethode koénnen komplexe Strukturenvitro nachgebaut werden, um
Ruckschlisse auf ihre Strukturvivo zu ziehen. Die im Negativkontrast gezeigten Strukturen

der Caveolin-1-Komplexe sollten sich nach erfolgreicher Rekonstitutidiposomen und
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anschlieBender Gerfrierbruch-lImmunogoldmarkierung moglicherweis8talkturen (IMP)

zeigen.

Im Abschnitt 3.3.4 sind die Ergebnisse dieser Rekonstitutionsexperitmesttkrieben. Es ist
gelungen, die Caveolin-1-Komplexe in Liposomen aus extrahierten Lghdeh
einzubauen, was anhand der Caveolin-1-spezifischen Markierungen an den Liposome
deutlich wird. Auch bei der Gefrierbruch-Immunogoldmarkierung der rekorestgn
Liposomen wurden unterschiedliche Bedampfungsvarianten gewahlt, wobkestisstellte,
dass auch hier wiederum die C/Pt-bedampften Replika die bestereMadsraten zeigten.

Es konnten sowohl vereinzelte Goldpartikel als auch Gruppen von Caveolinilsspen
Markierungen an den Liposomen lokalisiert werden. Doch auch hier konnten Wedieln
keine Intramembranpartikel oder andere Strukturen nachgewiesen wereeatuppen von
Goldpartikeln zeigen, dass mehrere Caveolin-1-Proteine, bei deneh @gabirscheinlich um
hoch-molekulare Caveolin-1-Komplexe handelt, in Liposomen eingebaut werden rkonnte
Die Caveolin-1-spezifischen Markierungen finden sich sowohl auf den konksvauch auf

den konvexen Spaltflachen. Aufgrund der Rekonstitutionsmethode, bei der Caveutin-1
den Lipiden gemischt wurde, konnten sich die Caveolin-1-Proteine aufgrund eine
LAnlieferung“ von beiden Seiten in beide Membranhélften gleicherma3emigbauenln

vivo erfolgt die Anlieferung von Caveolin-1 von der cytoplasmatischen ,Seis eine
Lokalisation auf der protoplasmatischen Membranhalfte, welche der konkZesikel-
Spaltflache entsprechen wiirde, determiniert.

Dartber hinaus wurden Rekonstitutionsexperimente der Caveolin-1-Kompléxy@osomen
aus Dipalmitoyl-Le-Phosphatidylcholin  (le—Lecithin, DPPC) durchgefuhrt. Nach
Gefrierbruch-Immunogoldmarkierung  waren  hier  weniger  Caveolin-1-speizf
Markierungen als bei den Liposomen aus Leber-Lipiden nachweisbar. Beésede deuten
darauf hin, dass sich die Caveolin-1-Komplexe nicht gut in diese Liposembauen und
dass die Lipid-Zusammensetzung hierbei eine entscheidende Rolle §welohl die
Liposomen aus Leber-Lipiden als auch die aus DPPC hergesteli@solmen enthielten eine
Cholesterol-Konzentration von 15-20 % (w/v). Dabei ist es moglich, dasssdiierten
Caveolin-1-Komplexe ebenfalls noch Cholesterol enthielten. Murath €995) gaben an,
dass an den nach der Methode von Monier et al. (1995) isolierten Cavedlimyildgen
nach der Aufreinigung noch Cholesterol gebunden war. Da der Cholestéat-@ebeiden

Rekonstitutionsansatzen gleich gewahlt wurde, ist anzunehmen, dassetdschiadlich gute
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Einbau von Caveolin-1 in die Liposomen von deren Lipid-Zusammensetzung abhangt. Di
Leber-Lipide (15-20 % Cholesterol, 22 % Phosphatidylethanolamin, 8 %
Phosphatidylinositol, 42 % Phosphatidylcholin, 1 % Lyso Phosphatidylinositol und 21 %
andere Lipide inklusive Neutral-Lipide; w/w) bilden vitro wahrscheinlich Liposomen und
somit Modellmembranen, die den Membranenivo ndher kommen als Dipalmitoyl--
Phosphatidylcholin. Bei Verwendung eines Lipid-Gemisches ist wahndicheein besserer

Einbau der Caveolin-1-Komplexe gewébhrleistet als bei Verwendung einer LipzieSpe

Das Fehlen von Strukturen, die auf eine caveolare Hulle hindeuten, kdnnte $mivdieh
rekonstituierten Vesikeln als auch bei den isolierten Triton-unloslidllembrandoméanen
nach Gefrierbruch in der Struktur und Membrantopologie von Caveolin-1 begréndeBsi
Caveolin-1 handelt es sich um ein sogenanntes ,Halbmembranproteinheweicht beide
Membranhalften durchzieht, sondern mit einer Art Haarnadelstruktudeau€ytosolischen
Seite der Plasmamembran inserieren soll (Kurzchalia et al. .198@hrend des
Gefrierbruches verlauft der Bruch tUberwiegend durch die hydrophoben Beueidhspaltet
die Membran in zwei Halften. Intramembranpartikel zeichnen sich danmwenn sie die
Membran vollstandig durchziehen. Da Caveolin-1 wahrscheinlich nur in egnebk&nhalfte
inseriert, verlauft der Bruch Uber das Protein hinweg, so dass siok Strukturen
abzeichnen konnen. Dieses Bruchverhalten wirde somit auch die Membrantopologie
Caveolin-1 als ,Halbmembranprotein® bestatigen. Um Strukturen zierzeidie auf eine
caveolare Hulle hindeuten, missten daher andere Methoden zur Oberflésteiodgr
gewdahlt werden. Man konnte mit Caveolin-1 rekonstituierte Vesikeérér und eine
Oberflachenbedampfung durchfiihren. Partikel- oder Filament-Strukuren missshe auf

diese Weise darstellen lassen.

Neben partikularen oder filamentdsen Strukturen hatte man bei mit ol®ate
rekonstituierten Liposomen auch die fir Caveolen charakteristischen bigem
Invaginationen, wie sien vivo in der Plasmamembran existieren, erwarten kénnen. Derartige
Einstulpungen konnten jedoch nicht beobachtet werden. Die Ursache fur das Behl
charakteristischen Caveolen-Invaginationen besteht wahrscheinlich syrdaeretrischen, in
beiden Membranhalften gleichen Lipid-Zusammensetzung der Liposomen. [Eur di
Ausbildung der Einstulpungen ist wahrscheinlich eine lokale AnreicherungSpbingo-
lipiden und Cholesterol in der exoplasmatischen Seite der Membrangsiavien Rafts

vorkommt, essentiell. Eine Cholesterol-Konzentration von 15-20 % allathteenicht aus,
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um mit den rekonstituierten Caveolin-1-Komplexen diese Einstllpungen nadkenulizafir
musste ein Lipid-Gemisch gewahlt werden, welches reich an Splpiigoliist, die sich wie

es in Rafts Ublich ist, auf der der ,exoplasmatischen” entspreane®eite der Liposomen
anreichern und Raft-ahnliche Membrandomé&nen ausbilden. Das Fehlen deavéoled
charakteristischen Einstilpung koénnte somit zum einen von der fehlenden &tembr
Asymmetrie der Modelmembranen abhangen. Dartber hinaus kénnen anderérezellul
Faktoren, die eine Bildung von caveolaren Plasmamembran-Invaginationenepediraint

ausgeschlossen werden.

An den rekonstituierten Vesikeln ist zumindest eine Domanenbildung von @ateol
spezifischen Markierungen zu erkennen. Eine solche Domanenbildung oderhénreg

von Caveolin-1 in spezifischen Bereichen der Plasmamembran ist &banf&efrierbriichen

von 3T3-Mausfibroblasten zu beobachten (Abb. 3.1). Hierbei handelt es sichacime fl
Caveolen, bei denen die Caveolin-1 spezifischen Markierungen diffusltvenei. Nur an

tief eingesenkten Caveolen kommt es zu der charakteristischen bageformordnung von
Caveolin-1, wobei diese Anordnung die Krimmung der Membran stabilisiererekdmohdie
Raft-Lipide von den ubrigen Lipiden der Plasmamembran abgrenzt. dzeefi Caveolen
kobnnten den in den Liposomen vorhandenen flachen caveoldren Domé&nen entsprechen.
Sowohl in den flachen Caveolen, die man an Gefrierbrichen von 3T3-Fibroblasten
beobachten kann, als auch die flachen caveolaren Doménen in den Liposomeanschei
entscheidende Faktoren fir die Ausbildung der Invaginationen zu fehlen.ilBimd von
Caveolen ist daher wahrscheinlich ein hoch regulierter Prozess und kachiralleine durch

ein self-assembly von Caveolin-1 und Cholesterol an der Plasmamembran zustande.

Die von Rothberg et al. (1992) postulierte Hulle, die aus 10 nm dickendfiten aufgebaut
ist, kbnnte dabei eine Rolle in der Stabilisierung der Caveolen-Strgjideien. Die in dieser
Arbeit durchgefiihrten Gefrierbruch-Immunogoldmarkierungen deuten aberdaicuf hin,
dass Caveolin-1 die gesamte Caveole umgibt, sondern nur als RingaoakelaBral um die
Caveole lokalisiert ist. Diese Ergebnisse bestéatigen die voneWsesn et al. (2005)
beobachteten Ergebnisse in Bezug auf das Verteilungsmuster von @Gdveah
Plasmamembran-Caveolen. Eine Quantifizierung GFP-markierten @aveajab, dass 144
+ 39 Caveolin-Molekile pro Caveole inkorporiert werden (Pelkmans et al..2808rdem
konnte gezeigt werden, dass Caveolin-1 Heptamere bildet und zu 10 nm Biefleanten

assembliert (Fernandez et al. 2002). Diese 144 Molekile wirden sorkitaanent von 200
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nm Lange bilden, das eine 50-100 nm grol3e Caveole mit einem DurchmassEs0-300
nm gerade einmal umspannen wirde (Meder and Simons 2006). Diese Eggspresfien
ebenfalls fir eine bandférmige Lokalisation von Caveolin-1 im later&ereich der
Caveolen und gegen eine ausschliel3lich aus Caveolin-1 aufgebaute Hidlie gesamte
Caveole. Daher sind vermutlich andere Proteine an der Ausbildung detacameHlle und

an der Stabilisierung der Caveolen-Struktur mit beteiligt.

Mulholland et al. (1994) schlugen ein ultrastrukturelles Modell fur dasmACytoskelett der
Hefe und deren spiralformige Assoziation mit Plasmamembrantipasgen vor.
Ausgehend von diesem Model kdnnte die caveolare Hulle aus 10 nm Aclefilirdstehen,
die in einer spiralférmigen Anordnung mit dem Cytoskelett verbunden singngCet al.
(1994) reinigten caveolare Fraktionen aus glatten Muskelzellen aade Baveolare Fraktion
enthielt genauso viel Actin wie die Plasmamembran-Fraktion. Rotlabexlg (1992) zeigten,
dass die ,caveolare Hulle* resistent gegen hohe Salzkonzentratiodemohe pH-Werte ist,
weshalb sie davon ausgingen, dass es sich bei der Hullkomponente nichtripinerpe
Membranproteine handeln kann. Chang et al. (1992) dagegen zeigten, dasa&htidem
Einsatz von starken Detergenzien und hohen Salzkonzentrationen immer natdn an
Caveolen gebunden war. AuRerdem konnten die Filament-Strukturen durch demn #omsat
Myosin-Fragmenten dekoriert und verstarkt und durch den Einsatz von Phadl@idilisiert
werden (lzumi et al. 1988). Das Actin-Cytoskelett soll eine enidehde Rolle in der
Stabilisierung der Caveolen an der Plasmamembran spielen (Stahthwan Deurs 2000,
Thomson et al. 2002).

Eine Rolle des Actins als Komponente der caveolaren Hille kann nislgeschlossen
werden. Die Gefrierbruch-lImmunogoldmarkierung von Actin zeigte atigedi keine
eindeutigen Ergebnisse, wobei die Methode wahrscheinlich auch nichheest, um die
Verteilung des nicht-Membranproteins Actins an den Caveolen zu untersuch®$ dizee&n
die Replika assoziierten Proteine abl6st. Hierzu waren Methodelsgflachendarstellung
der cytoplasmatischen Membranhalfte notig. Weitere Untersuchungesemidsifschluss
Uber die Zusammensetzung der caveolaren Hille und die Rolle von CavealihAktin bei
der Stabilisierung und Entstehung der Caveolen-Struktur geben. Hidrbsieatscheidend,
eine Darstellung direkt an der cytoplasmatischen OberflacheellenZu erreichen, wie sie
von Rothberg et al. (1992) angewendet wurde.
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In unserer Arbeitsgruppe konnte in Zusammenhang mit dieser Arbevtadiede der SDS-
Gefrierbruch-Immunogoldmarkierung entscheidend weiterentwickelt und eptinverden.

Somit bietet diese neu Uberarbeitete Methode bessere Mdglichkeieenbrangebundene
Komponenten in Zellen im nahezu nativen Zustand zu untersuchen. Besondere Angendung
moglichkeiten ergeben sich bei Untersuchungen von Lipid-Raft-Domé&nen ldema?
membran, deren Grol3e und Zusammensetzung mit Hilfe der LokalisatiorafteRrBteinen

durch die Gefrierbruch-Immunogoldmarkierung dargestellt werden kann. Isendie
Zusammenhang konnten eine Vielzahl membrangebundene Komponenten, die bei der

Signaltransduktion eine Rolle spielen, lokalisiert werden.
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5. Zusammenfassung

Das Wissen Uber Caveolen und deren Markerprotein Caveolin-1 ist m@arajper dennoch
sind in Bezug auf die Struktur der Caveolen, die Verteilung des Caseahd die
Zusammensetzung der caveolaren Hulle noch zahlreiche Fragen offefieEiieser Arbeit
bestand darin, Daten zur Zusammensetzung der Caveolen, ihrer Struktatztewdlich zur

Lokalisation des Caveolin-1 in der Caveolenmembran zu erhalten.

In dieser Arbeit war die Gefrierbruch-Immunogoldmarkierung die bevbrangewendete
Methode. Um die Struktur der Caveolen und die Verteilung des Caveolinslilie der
Gefrierbruch-Immunogoldmarkierung genau untersuchen zu koénnen, war zunéchst eine
Optimierung dieser Methode essentiell. Es konnte gezeigt werdendi@aMarkierungsrate

von Caveolin-1 an den Gefrierbruch-Replika entscheidend von der Schichtdicke der
aufgedampften Platinschicht beeinflusst wird. Die MarkierungsradanCaveolin-1 konnten
durch das Aufdampfen einer dinneren Platinschicht von 1,5 nm Starke und durch die
Variation der Bedampfungsreihenfolge, bei der zuerst die Kohlengdimi$and als zweites

die Platinschicht aufgedampft wurde, signifikant gesteigert werBariber hinaus spielt
wahrscheinlich die Membrantopologie des zu markierenden Proteins eite fRr die
Effizienz der Immunmarkierung an den Gefrierbruch-Replika. In diedmzit konnte gezeigt
werden, dass Transmembranproteine wie zum Beispiel AQP1l im Gégems dem
.Halbmembranprotein“ Caveolin-1 wahrscheinlich aufgrund einer stabildegtung an den

Replika in ihrer Markierbarkeit weniger von Variationen in der Bedampfung abhandig si

Zum ersten Mal wurde versucht, die Struktur von Gefrierbruch-stapiesi Membranhélften
zu zeigen. Es ist gelungen, das an den Replika haftende Materiahesesich als
netzwerkartige Struktur zeigte, an Ultradinnschnitten von Caveolin-Hdiartan

Gefrierbruch-Replika darzustellen. Dieses Netzwerk reprasehtembrankomponenten wie

Lipide und Proteine, die nach der SDS-Reinigung an den Replika verbleiben.

Durch die Optimierung der Gefrierbruch-Immunogoldmarkierung war eslichpgdas
Verteilungsmuster des Caveolin-1 an den Caveolen sowie deren Zusatruegsn Bezug

auf einige ausgewahlte Proteine aufzuklaren. Die Proteine eNOBTIRIE konnten eindeutig
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in Caveolen lokalisiert werden, wobei eNOS zusétzlich auch in fiableEmbranbereichen
gefunden werden konnte. Flotillin-2 konnte nicht in Caveolen, sondern in flacliendea

Plasmamembran lokalisiert werden. In Bezug auf Actin waren keine Aussageamogl|

Mit Hilfe der 3D-Rekonstruktionen von Caveolin-1-immunmarkierten Replika lkeogateigt
werden, dass Caveolin-1 lateral um die Caveole lokalisiert igt.apikalen Bereiche der
Caveolen enthalten nahezu kein Caveolin-1. Dieses Verteilungsmusieht sprgen die
Annahme, dass Caveolin-1 eine filamentdse Hille um die gesamtel€dileet. Isolierte
caveolinreiche, Triton-unlésliche Membrandomanen sowie immunprazipiti@veolinreiche
Vesikel zeigten keine filamentbsen Strukturen, die auf eine aus8ktii aus Caveolin-1

aufgebaute caveolare Hulle hindeuten.

Dartber hinaus ist es gelungen, Caveolin-1-Komplexe zu isolieren ungosomen zu
rekonstituieren. Bei diesen Versuchen bildete Caveolin-1 keine Intrarappartikel. Es
konnten keine Strukturen gezeigt werden, die fur eine Hullkomponente chistedde sind.
Die rekonstituierten Caveolin-1-Komplexe bildeten trotz hoher Chotdgf@nzentration in
den Liposomen keine fur Caveolen charakteristischen Invaginationen, veas disdeutet,
dass noch andere zellulare Faktoren fir die Ausbildung der CaveoleniGtraktenig sein

kdnnten.

Die in dieser Arbeit vorgestellten Ergebnisse tragen dazu beiVdeaeilungsmuster des
Caveolin-1 an den Caveolen zu definieren. Somit muss die Modellvorstellanyg

strukturellen Aufbau der Caveolen neu Uberdacht werden.
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7.1 Chemikalienliste

Acrylamid, Serva, Feinbiochemica GmbH & Co. KG, Heidelberg, Deutschland

Actin goat IgG, Santa Cruz Biotechnology, Inc., Heidelberg, Deutschland

AGFA Multikontrast Premium, Hans O. Mahn & Co. KG, Stapelfeld, Deutschland
Ammoniumpersulfat, Serva, Feinbiochemica GmbH & Co. KG, Heidelberg, Deutschland
AQP1 rabbit IgG, Santa Cruz Biotechnology, Inc., Heidelberg, Deutschland

Araldid, Agar Scientific Ltd., Essex, England

Argon, Linde AG Geschéftsbereich Linde Gas, Leuna, Deutschland
Benzyldimethylamin, Agar Scientific Ltd., Essex, England

Bisacrylamid, Serva, Feinbiochemica GmbH & Co. KG, Heidelberg, Deutschland
Bio-Beads SM-2, Bio-Rad, Bio-Rad Laboratories, CA, USA

Bromphenolblau, Serva, Feinbiochemica GmbH & Co. KG, Heidelberg, Deutschland
BSA, Albumin Fraction V, Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland

Cav-1 N-20 polyclonal rabbit IgG, Santa Cruz Biotechnology, Inc., Heidelberg, Deutschland
Ceriumchlorid, Sigma Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland

Cholesterol, Serva, Feinbiochemica GmbH & Co. KG, Heidelberg, Deutschland

CO,, Linde AG Geschéftsbereich Linde Gas, Leuna, Deutschland

Dexamethason, Serva, Feinbiochemica GmbH & Co. KG, Heidelberg, Deutschland
di-Natriumhydrogenphosphat-Dihydrat, Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland
Dithiotreitol, DTT, Sigma Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland

DMEM, Biochrom AG, Berlin, Deutschland

DMSO, Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland

EDTA, Serva, Boehringer Ingelheim Bioproducts Partnership, Heidelberg, Deuntschla
eNOS-1 mouse Ig@D Bioscience, Heidelberg, Deutschland

Entwickler MH28, Calbe Fotochemie GmbH, Calbe, Deutschland

Essigsaure, Mallinckrodt Baker B.V., Deventer, Niederlande

Ethan, Linde AG Geschéftsbereich Linde Gas, Leuna, Deutschland

Ethanol, Mallinckrodt Baker B.V., Deventer, Niederlande

Filterpapier, Protran Nitrocellulose Transfer Membrane, Schle&Hgchuell GmbH, Dassel,
Deutschland

Fixierer A300, Calbe Fotochemie GmbH, Calbe, Deutschland
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FKS, Biochrom AG, Berlin, Deutschland

Flot-2 mouse IgGBD Bioscience, Heidelberg, Deutschland

Formaldehyd, Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland

Gelatine, Sigma Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland

Glutaraldehyd, Serva, Feinbiochemica GmbH & Co. KG, Heidelberg, Deutschland
Glutaraldehyd, Amersham Biosciences, Uppsala, Schweden

Glycerin, Ferak Laborat GmbH, Berlin, Deutschland

Glycin, Serva, Feinbiochemica GmbH & Co. KG, Heidelberg, Deutschland

goat anti-mouse IgG 10 nm Gold, British Biocell International, Cardiff, UK

goat anti-mouse IgG 20 nm Gold, British Biocell International, Cardiff, UK

goat anti-rabbit IgG 10 nm Gold, British Biocell International, Cardiff, UK

goat anti-rabbit IgG 20 nm Gold, British Biocell International, Cardiff, UK

goat anti-rabbit IgG, F(ab’)2-AP, Santa Cruz Biotechnology, Inc., Heidelberg cbieuns
goat anti-mouse IgG HRP Santa Cruz Biotechnology, Inc., Heidelberg, Deutschland
goat anti-rabbit IgG HRP, Santa Cruz Biotechnology, Inc., Heidelberg, Deutschland
GTP, Guanosin-5"- triphosphate disodium salt, SERVA Electrophoresis GHudtielberg,
Deutschland

HCI, Merck, Darmstadt, Deutschland

IBMX, Serva, Feinbiochemica GmbH & Co. KG, Heidelberg, Deutschland

Insulin, Sigma Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland

KCI, Kaliumchlorid, SERVA Electrophoresis GmbH, Heidelberg, Deutschland
Kohlenstoff, BAL-TEC, Liechtenstein

Liver Total Lipid Extract, Bovine, Avanti Polar Lipids Inc., Alabaster, Alabam&US
Luminol, Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland

Magnesiumchlorid, MgG| Merck, Darmstadt, Deutschland

MES, Serva, Feinbiochemica GmbH & Co. KG, Heidelberg, Deutschland
Mercaptoethanol, SERVA Electrophoresis GmbH, Heidelberg, Deutschland
Methanol, Mallinckrodt Baker B.V., Deventer, Niederlande

Milchpulver, Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland

Natrium-Cacodylat, Merck, Darmstadt, Deutschland

Natriumchlorid, NaCl, Merck, Darmstadt, Deutschland
Natriumdihydrogenphosphat-Monohydrat, Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland
Natriumhydroxid, NaOH, Merck, Darmstadt, Deutschland

NIH-L1/ 3T3-Mausfibroblasten, National Institute of Health, Maryland, USA
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Octyl-beta-D-glucopyranoside, Serva, Feinbiochemica GmbH & Co. KGddeherg,
Deutschland

Osmiumtetroxid, Merck, Darmstadt, Deutschland

para-Hydroxycoumarinsaure, Sigma Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland
p-Nitrophenylphosphat, Sigma Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland
Platin, BAL-TEC, Liechtenstein

PMSF, Serva, Feinbiochemica GmbH & Co. KG, Heidelberg, Deutschland

Ponceau S, Serva, Feinbiochemica GmbH & Co. KG, Heidelberg, Deutschland
Propan, Linde AG Geschaftsbereich Linde Gas, Leuna, Deutschland

Propylenoxid, Merck, Darmstadt, Deutschland

Protran Nitrocellulose Transfer Membrane, Schleicher & Schuell GmbH, IDBssgschland
Proteasehemmer, Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Deutschland

Protein A/G Plus-Agaros&anta Cruz Biotechnology, Inc., Heidelberg, Deutschland
PTRF mouse IgBD Bioscience, Heidelberg, Deutschland

rabbit anti-goat IgG HRP, Santa Cruz Biotechnology, Inc., Heidelberg, Deutschland
rabbit anti-goat IgG 10 nm Gold, British Biocell International, Cardiff, UK
Rinderlunge, Schlachthof Jena

RPMI, Biochrom AG, Berlin, Deutschland

SDS, Serva, Feinbiochemica GmbH & Co. KG, Heidelberg, Deutschland

Stickstoff, Linde AG Geschéftsbereich Linde Gas, Leuna, Deutschland

Sucrose, Merck, Darmstadt, Deutschland

TEMED, Serva, Feinbiochemica GmbH & Co. KG, Heidelberg, Deutschland

Tricin, Sigma Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland

Tris, Sigma Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland

Triton-X-100, Ferak Laborat GmbH, Berlin, Deutschland

Triton X-114, SERVA Electrophoresis GmbH, Heidelberg, Deutschland

Tween-20, SERVA Electrophoresis GmbH, Heidelberg, Deutschland

Uranylacetat, Merck, Darmstadt, Deutschland

Uranylacetat, Plano W Plannet GmbH, Wetzlar, Deutschland

Wasserstoffperoxid, Sigma Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland

Wistar-Ratte, bezogen von OA Dr. med. Lemke, Anatomie |, FSU Jena
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7.2 Gerateliste

Amicon-Zentrifugenfilter, Amicon Ultra, Millipore, Millipore Corporation, Ritica, USA
Bandelin Sonorex Super RK 103H, Ultraschallbad, Schalltec GmbH, Mdrfelden-Walldorf
BAF400T, Gefrierbruch-Anlage, BAL-TEC, Liechtenstein

Beckman Coulter Optima XL-100K Ultrazentrifuge, Beckman CoulterbBmKrefeld,
Deutschland

Beckman Avanti J-30I Kuhlzentrifuge, Beckman Coulter GmbH, Krefeld, Deutschland
Beckman 41 Ti Rotor, Beckman Coulter GmbH, Krefeld, Deutschland

Beckman 50.2 Ti Rotor, Beckman Coulter GmbH, Krefeld, Deutschland

Beckman JA-10 Rotor, Beckman Coulter GmbH, Krefeld, Deutschland
Beglimmungskopf ohne Sputter-Target, BAL-TEC, Liechtenstein

Biofuge stratos, Heraeus Instruments, Kendro Laboratory products, Lelysds
Deutschland

Centaurus BSE-Detektor, K.E. Developments Ltd., Cambridge, United Kingdom

CM 120, TEM, Philips/ Fei, Eindhoven, Niederlande

Critical Point Dryer CDP 030, BAL-TEC, Liechtenstein

Digitalkamera, Fast Scan-F114 1K, TVIPS GmbH, Gauting, Deutschland
Elektronenstrahlverdampfer-Einrichtung EVM 030, BAL-TEC, Liechtenstein

EM 900, TEM, Zeiss, Oberkochen, Deutschland

EM 902 A, TEM, Zeiss, Oberkochen, Deutschland

EM-Menu 4, Software Digitalkamera, Gauting, Deutschland

Fast Blot B31, Biometra biomedizinische Analytik GmbH, Géttingen, Deutschland
Gemini LEO 1530, Zeiss, Oberkochen, Deutschland

Hyperfilm ECL, Amersham Biosciences, Buckhinghamshire, UK

IMOD-Software, Boulder Laboratory for 3D-Electron Microscopy ofl€and Reagents of
the University of Colorado, Colorado, USA

Kupfernetzchen, 300 Maschen (mesh), SCI Science Services, Minchen, Deutschland
Kupfertrager, BAL-TEC, Liechtenstein

LeitC-Klebefolie, Plano GmbH, Wetzlar, Deutschland

LKB 8800A Ultratome Ill, LKB Produkter AB, Bromma, Schweden

MACO EM-Film EMS, Hans O. Mahn & Co. KG, Stapelfeld, Deutschland
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Rontgenkassette, Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland

Schichtdickenmessgerat QSG 060, BALT-TEC, Liechtenstein

Sputter Coater SCD 005, BAL-TEC, Liechtenstein

Sputterkopf mit Goldtarget, BAL-TEC, Liechtenstein

UV-1202, UV-VIS-Spectrometer, Shimadzu Deutschland GmbH, Duisburg, Deutschland

Zentrifugenréhrchen, Beckman Instruments Inc., Spinco Division, Palo Alto, CA, USA
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